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II Verzeichnis der Abkürzungen  
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Maßeinheiten des Internationalen Systems (IS-System) 
mit den üblichen Abkürzungen verwendet. Alle anderen verwendeten Abkürzungen sind im 
Folgenden aufgelistet. 
 
Ak  Antikörper 
Aqua dest. Aqua destillata 
BCS  Body-Condition-Score 
C2  Essigsäure (Acetat) 
C3  Propionsäure (Propionat) 
C4  Buttersäure (Butyrat) 
i-C4  iso- Buttersäure (iso-Butyrat) 
C5  n-Valeriansäure (Valeriat) 
i-C5  iso- Valeriansäure (iso-Valeriat) 
C6  n-Capronsäure (Capronat)  
CFU  colony forming units 
Cl. perfringens Clostridium perfringens 
dNTP's  Dinucleotidtriphosphate 
EcN  Escherichia coli Stamm Nissle 1917 
E. coli  Escherichia coli 
ELISA  Enzyme linked immunosorbent assay 
GALT  Gut -Associated-Lymphatic-Tissue  
GIT  Gastrointestinaltrakt 
Ig  Immunoglobulin 
IL  Interleukin 
KbE  Kolonienbildende Einheiten 
LGG  Lactobacillus rhamnosus Stamm GG 
MALT   Mucosal-Associated-Lymphatic-Tissue  
Muta-PCR   EcN-spezifische PCR 
NH3 oder NH4+ Ammoniak 
n. u.  nicht untersucht 
PCR  polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion) 
PLC  Phospholipase C 
rE  relative Einheit 
SCFA  short chain fatty acids (kurzkettige flüchtige Fettsäuren) 
sIgA  sekretorisches IgA 
Taq  Thermophilus Aquaticus 
T  Trockensubstanz 
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1 Einleitung 
In den letzten Jahren ist die Anzahl resistenter Mikroorganismen stark angestiegen (ROLFE 
2000). Immer weniger Antibiotika zeigen das ursprünglich bekannte Wirkungsspektrum. Die 
Ausbreitung resistenter bakterieller Erreger wird auch durch die Methoden der modernen 
Landwirtschaft gefördert. Tiertransporte und vor allem das als Crowding bezeichnete 
Zusammenbringen von Tieren aus verschieden Ställen sind in diesem Zusammenhang 
bedeutsame Faktoren. Als eine der Folgen werden z.B. in Fleischprodukten immer häufiger für 
den Menschen pathogene oder potentiell pathogene Mikroorganismen nachgewiesen 
(WERNER 2000).  
Für lebensmittelliefernde Tiere hat sich die Situation in den letzten Jahren zusätzlich durch 
Maßnahmen des Gesetzgebers verschärft, da sich die Anzahl der einsetzbaren Arzneimittel, 
vor allem der Antibiotika, durch die Novellierung des Arzneimittelgesetzes deutlich verringert hat 
(UNGEMACH et al. 1999). 
Von dieser Verschärfung sind auch Pferde betroffen, da immer mehr Tiere der Hobbyhaltung 
hinsichtlich ihrer Endverwertung als lebensmittelliefernde Tiere eingestuft werden. 
Alternativen zur Therapie mit Antibiotika oder zu ihrer Unterstützung sind daher dringend not-
wendig.  
In vielen Bereichen könnten Probiotika als eine solche Alternative oder zumindest als sinnvolle 
Ergänzung zur oder nach einer antibiotischen Therapie betrachtet werden. Als Probiotika 
werden lebens- und vermehrungsfähige Mikroorganismen, die einen positiven Effekt für ihren 
Wirt erzielen, definiert (FULLER 1989; SALMINEN et al. 1999). Bei Erkrankungen und 
Beschwerden, die ihren Ursprung im Bereich des Magen-Darm-Traktes haben, konnte gezeigt 
werden, dass oral applizierte lebende probiotische Mikroorganismen eine solche Wirkung 
haben können (MIMURA et al. 2001; VAN NIEL et al. 2002). 
Bei Pferden zählen Erkrankungen des Verdauungstraktes nach denen des 
Bewegungsapparates zu den am zweithäufigsten therapierten Erkrankungen (PENELL et al. 
2005). Bei den verschiedenen Diarrhöen (WEESE et al. 2001), der akuten Colitis (Larsen 1997) 
und Clostridien-assoziierter Enterocolitis des Pferdes (ARROYO et al. 2006; JONES 2000) wird 
eine Beteiligung der Darmflora immer wieder diskutiert, bei einigen Erkrankungen ist sie sogar 
nachgewiesen (DONALDSON u. PALMER 1999; KIM et al. 2001). Therapieversuche mittels 
Modifikationen der gastrointestinalen Flora durch Applikation lebender Bakterien erscheinen 
gerade hier sinnvoll, sind aber bisher wenig untersucht und in der Literatur selten dokumentiert. 
Bei Versuchen mit Lactobacillen bei Fohlen konnten keine positiven Wirkungen der potentiellen 
Probiotika nachgewiesen werden (WEESE u. ROUSSEAU 2005). 
Die Überlebensfähigkeit und nachfolgend die Vermehrung der verwendeten probiotischen 
Keime im Verdauungstrakt der jeweiligen Tierart sind eine Voraussetzung für eine erfolgreiche 
Anwendung (MCCARTNEY et al. 1996). Bei Pferden wurde diese Grundbedingungen bereits 
bei probiotischen Lactobacillen untersucht (WEESE et al. 2003). Dabei konnten die 
Lactobacillen in den Faeces wieder gefunden werden. Eine Ansiedlung war bei den 
verwendeten Bakterien jedoch wenig erfolgreich. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Überlebensfähigkeit des Probiotikums Escherichia coli 
Stamm Nissle 1917 im Gastrointestinaltrakt adulter Pferden untersucht. Hierzu war das oral 
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verabfolgte Probiotikum nach oraler Gabe aus den Faeces der Tiere lebens- und 
vermehrungsfähig zu isolieren und eindeutig zu identifizieren.  
Literaturübersicht 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Der Magen-Darm-Trakt des Pferdes und dessen Besonderheiten 
2.1.1 Anatomie und Physiologie der Verdauung 
Anatomisch handelt es sich beim Pferd um einen Vertreter der Monogastrier. Als tierartliche 
Besonderheit und Anpassung an seine Spezifizierung als Herbivor verfügt das Pferd über be-
sonders große Gärkammern, das Caecum und Colon. Der Magen eines adulten Pferdes mit 
einem Gewicht von 500 kg besitzt mit 8-15 l ein relativ kleines Volumen. Die nachfolgenden 
Dünndarmabschnitte haben einen Durchmesser von 5-7 cm. Das Duodenum ist im Mittel 1 m, 
das Jejunum 25 m und das Ileum 0,7 m lang. 
Das darauf folgende Caecum hat eine durchschnittliche Länge von 1 m und ein Fassungsver-
mögen von bis zu 68 l. Das Colon ascendens, das auch als Colon crassum bezeichnet wird, 
hat mit seinen 3-4 m Länge und 55-130 l das größte Fassungsvermögen. Im Mittel hat es ein 
Volumen von 80 l. Das Colon descendens besitzt eine Länge von 2,5-4 m (NICKEL, 
SCHUMMER, SEIFERLE 1999). 
Als weitere tierartliche Besonderheit hat das Pferd keine Gallenblase, so dass die produzierten 
Gallensäfte kontinuierlich der Nahrung zugeführt werden. 
Die Gattung Equus ist ein Vertreter der nichtwiederkäuenden Herbivore. Diese nutzen Nahrung 
nach Ansäuerung und Vorverdauung der Ingesta im Magen sowohl durch enzymatische Auf-
spaltung im Dünndarm als auch durch nachfolgende bakterielle Fermentation in Caecum und 
Colon als Energiequellen (RALSTON 1984). Aus diesem Grund ist die Mikroflora des Gastro-
intestinaltraktes von entscheidender Bedeutung.  
2.1.2 Mikroflora des Magen-Darm-Traktes 
Als Mikroflora des Magen-Darm-Traktes wird die Gesamtheit aller dort anzutreffenden 
Bakterien, Protozoen und Pilze bezeichnet. Man unterscheidet residente und transiente Keime. 
Nach SAVAGE (1982, 1989) und TANNOCK (1982) werden die Faktoren, welche die 
Zusammensetzung der Darmflora regulieren, in allogene und autogene Faktoren unterteilt. 
Allogene Faktoren sind Einflüsse des Makroorganismus (Wirt) und der Umgebung auf die Keim-
flora des Gastrointestinaltraktes (GIT). Nach SAVAGE (1982, 1989) zählen hierzu das Angebot 
an Nährstoffen, der pH-Wert, die Darmperistaltik, das darmassoziierte Immunsystem, die 
Körperinnentemperatur, die Beschaffenheit der Darmmucosa und das vorhandene 
Redoxpotential.  
Als autogene Faktoren werden die Nahrungsbestandteile selbst und die bei der Verdauung an-
fallenden Zwischen- und Abbauprodukte bezeichnet. Bei Letzteren handelt es sich zum größten 
Teil um kurzkettige Fettsäuren. Die residente Flora verstoffwechselt diese. Dadurch stehen sie 
den transienten Bakterien nicht zur Verfügung, wodurch deren Vermehrung verhindert wird 
(OZAWA u. FRETER 1964). 
Die Zusammensetzung der Mikroflora nach Art und Anteil der sie ausmachenden Spezies wird 
durch viele Faktoren beeinflusst, darunter Alter, Geschlecht und Ernährung des jeweiligen 
Organismus sowie die Umwelt- und Hygieneverhältnisse unter denen er lebt. Ein Standard-
zustand, der für alle Individuen einer Spezies gilt, ist somit nicht festzulegen, weshalb im 
Folgenden von einer physiologischen Besiedlung gesprochen werden soll (TANNOCK 2001). 
Literaturübersicht 
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Da nicht alle vorkommenden Keime des Gastrointestinaltrakt kulturell nachzuweisen sind 
(MOORE u. HOLDEMANN 1974), werden die bakterielle Untersuchungen auf solche Keime 
konzentriert, die als Leitkeime herangezogen werden können. Charakteristisch für die 
Gastrointestinalflora monogastrischer Säugetiere sind Bakterienarten wie Lactobacillen, 
Streptococcen, Escherichia coli (E. coli), Clostridium perfringens (Cl. perfringens) und 
Bacteroidesarten, sowie Hefen (GAUTSCH 1990). 
Über die Gesamtkeimzahlen des Chymus in den einzelnen Darmabschnitten und in den Faeces 
beim Pferd existieren in der Literatur unterschiedliche Angaben (Tabelle 1). 
Aufgrund der Ansäuerung im Mageninneren bis auf pH-Werte um 2 (KERN et al. 1974), werden 
eine Vielzahl transienter Keime abgetötet. Diese Verringerung der mikrobiellen Fracht der 
Ingesta stellt eine wichtige Barriere gegen eindringende pathogene Mikroorganismen dar. 
Im Dünndarm dominieren proteolytische Bakterien mit circa 106 KbE/g Chymus. Ihre Anzahl 
steigt vom Duodenum über das Jejunum bis zum Ileum stetig an (GREISS 1995). 
Tabelle 1: Keimzahlen in den verschiedenen Darmabschnitten beim Pferd 
(Angaben der jeweiligen Gesamtkeimzahl in log10/g Chymus bzw. Faeces) 
Autor Magen Dünndarm Caecum Colon Faeces 
KERN et al. (1974) n.u. n.u. n.u. 9,78 9,48 
MACKIE und WILKINS (1988) n.u. 6,48 - 7,6 9,4 8,78 n.u. 
KROPP (1991) n.u. 6,4 - 6,8 7,08 - 7,15 7,08 - 7,30 6 
MEYER et al. (1995) 8,3 6,48 - 7,6 6,78 - 9,4 7 - 8,78 7 - 8,78 
DE FOMBELLE et al. (2003) 9 - 9,1 7,9 - 8,8 7,6 - 7,7 8,1 - 9,1 8,3 - 8,6 
n.u. = nicht untersucht 
 
Die Konzentration der Mikroorganismen steigt im Colon und Caecum des Pferdes auf bis zu 
1012 KbE/ml beziehungsweise g Kot (SAVAGE 1977). Die Erkenntnisse über die Zusammen-
setzung und Wechselwirkungen innerhalb des intestinalen Ökosystems wurden fast 
ausschließlich über die Analyse von Darminhalten durchgeführt. In einer neueren Studie von 
JULLIAND und GOACHET (2005) konnte gezeigt werden, dass diese Erkenntnisse bei Pferden 
mit denen des Chymus in vivo gut vergleichbar sind und als repräsentativ für das Ökosystem 
des Colons angesehen werden können. 
Qualitativ dominieren im Magen und Dünndarm säuretolerante, milchsäureproduzierende Bak-
terien, wie Lactobacillen und Streptococcen (gram-positive Bakterien). Im Caecum und Colon 
gewinnen gram-negative Bakterien an Bedeutung. Der Quotient von gram-negativen und gram-
positiven Bakterien liegt im Caecum und Colon zehnmal höher als in den vorangegangenen 
Abschnitten des GIT (KERN et al. 1974).  
2.1.3 Stoffwechselprodukte der gastrointestinalen Mikroflora 
Die mikrobiellen Metabolite des GIT können als Indikator für die Zusammensetzung der intesti-
nalen Flora verwendet werden. Hierdurch lassen sich teilweise vergleichsweise aufwendige 
mikrobiologische Analysen umgehen. Häufig verwendet werden die Lactat-Konzentration, die 
Ammoniakkonzentration, sowie die Konzentration und das Muster der kurzkettigen Fettsäuren 
(KAMPHUES 1992).  
Literaturübersicht 
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Lactat ist das Endprodukt der Fermentation gram-positiver Lactobacillen. Es handelt sich 
hierbei um ein Racemat aus D- und L-Lactat, wobei letzteres den dominierenden Anteil in den 
Faeces darstellt (RATCLIFFE 1985). Die Menge des gebildeten Lactats ist direkt proportional 
der verstoffwechselten Kohlenhydratmenge (DROCHNER 1987; SCHÜNEMANN 1989) und 
positiv korreliert mit dem Wachstum der gram-positiven Darmflora. Bei einer Stimulation des 
verstärkten Wachstums von Lactobacillen über das kritische Absinken des intraluminalen pH-
Wertes kann ein damit verbundene Anstieg von Lactat in den Faeces beobachteten werden 
(VAHJEN et al. 2002). Demgegenüber kommt es bei einer Unterdrückung der gram-positiven 
Darmflora zu einem Rückgang der Produktion der Milchsäure, wobei die Produktion des L-
Lactat massiv, die des D-Lactat jedoch nur geringfügig reduziert ist (KAMPHUES 1987). Die 
Messung des L-Lactat kann daher als indirekter Parameter zur Bestimmung der Lactobacillen 
innerhalb der Darmflora herangezogen werden. 
Kurzkettigen Fettsäuren (short chain fatty acids -> SCFA) sind Stoffwechselprodukte der Ge-
mischtsäuregärung der gram-negativen Bakterien. Chemisch handelt es sich bei ihnen um 
unverzweigte Monokarbonsäuren mit 2 bis 7 Kohlenstoffatomen (KAMPHUES 1987). Bei den 
entstehenden SCFA handelt es sich hauptsächlich um Acetat, Propionat und Butyrat (MEYER 
1980), wobei das Verhältnis der SCFA im Colon bei 80,3 % Acetat, 10,8 % Propionat, 4,5 % 
Butyrat liegt (KERN et al. 1974). 
Ammoniak wird als Parameter für die Intensität mikrobieller Umsetzungen von Stickstoffver-
bindungen herangezogen. Bei einem Anstieg der bakteriellen Proliferation werden im 
Allgemeinen höhere Ammoniakkonzentrationen gemessen. Aufgrund des Einstroms von 
Harnstoff und der Spaltung mittels bakteriell gebildeter Ureasen sowie der Desaminierung von 
Protein aus dem Futter oder endogener Herkunft werden im Dickdarminhalt allgemein deutlich 
höhere Ammoniakkonzentrationen gemessen als im Dünndarm (KAMPHUES 1987). 
2.2 Schutzmechanismen des Magen-Darm-Traktes 
Bei allen Säugetieren ist der Darm die größte Oberfläche des Körpers. An ihr findet der maß-
gebliche Kontakt mit der Außenwelt statt. Um pathogenen und potenziell schädlichen Einflüssen 
entgegenzuwirken, hat sich im Laufe der Evolution ein komplexes Ökosystem gebildet, das sich 
aus den drei Komponenten gastrointestinales Epithel, residente Mikroflora und dem 
Immunsystem des GIT zusammensetzt, deren Gesamtheit als gastrointestinale Barriere 
bezeichnet wird. Sie bildet einen effektiven Schutzmechanismus, dessen Aufgabe unter 
anderem die Trennung des internen Milieus des Wirtsorganismus vom luminalen Ökosystem 
des Darms beinhaltet. 
Eine der wichtigsten Funktionen der residenten Darmflora besteht im Aufbau einer mikrobiellen 
Barriere gegenüber Fremdkeimen. Da vornehmlich pathogene Keime gegenüber den 
Stoffwechselprodukten der Keimarten der residenten Flora empfindlich sind, besteht im 
physiologischen Zustand eine Kolonisationsresistenz der Schleimhäute, die eine Schutzfunktion 
der autochthonen Darmflora gegenüber Fremdkeimen darstellt (GEDEK 1991). 
Die gastrointestinale Barriere ist eine komplexe physiochemische Struktur, die aus den 
luminalen und epithelialen physiologischen Darmmikroorganismen, Teilen des darmassoziierten 
Immunsystems (GALT) und dem Epithel mit der Mukusschicht besteht. Der Grundaufbau des 
Epithels der Darmwand ist in allen Abschnitten prinzipiell identisch: Die äußerste Schicht bildet 
die Serosa, die durch die bindegewebsartige Subserosa von der Muskulatur getrennt wird. Die 
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folgende Tunica muscularis ist auf der gesamten Darmlänge zweischichtig mit einer inneren 
Zirkulär- und äußeren Längsmuskelschicht. Die Schleimhaut (Mucosa) kleidet als innerste 
Schicht das Darmlumen aus. Im Einzelnen setzt sich die Mucosa aus der einschichtigen Lamina 
epithelialis, der bindegewebsartigen Lamina propria und der Lamina muscularis mucosae 
zusammen. Durch Schleimhauteinfaltungen, die Darmdrüsen oder Krypten genannt werden, 
wird in allen Darmabschnitten eine hochgradige Oberflächenvergrößerung erreicht. Die Mucosa 
trägt ihren Namen aufgrund des von ihr sezernierten Schleimes (lateinisch: mucus). Dieser stellt 
eine physikalische Trennschicht zwischen dem Lumen und dem Epithel des Darms als 
Schutzfaktor vor bakterieller und viraler Anheftung dar. Es handelt sich um ein viskos-
elastisches Gel aus hochmolekularen Glykoproteinen, Kleeblattpeptiden (trefoil peptides) und 
Surfactant Phospholipiden, das von Epithelzellen und Becherzellen sezerniert wird (MATSUO et 
al. 1997; PODOLSKY 1999). 
2.3 Immunantwort 
2.3.1 Unspezifische Immunantwort 
Träger der unspezifischen Immunantwort sind die sich ständig erneuernden Monozyten, 
dendritische Follikel- und Mastzellen. Die letztgenannten beiden Zelltypen finden sich in Lymph-
knoten und Abkömmlingen des lymphatischen Systems (Gastrointestinal-Associated-
Lymphatic-Tissue -> GALT und Mucosal-Associated-Lymphatic-Tissue -> MALT) bzw. in der 
Haut und Schleimhaut. 
Dendritische Zellen verarbeiten ständig Antigene und präsentieren diese auf ihren 
Zelloberflächen den in ihrer Nähe befindlichen T-Zellen. Nach dem Erkennen der Antikörper 
werden die T-Zellen aktiviert und locken durch die Ausschüttung von Zytokinen, unter anderem 
Interferon-γ, Makrophagen an, die ihrerseits Antigene präsentieren und somit zu einer 
verstärkten Antigenpräsentation führen. 
Die dadurch bedingte stärkere Aktivierung führt im weiteren Verlauf zur Ausschüttung von Ent-
zündungsmediatoren. Die Akute-Phase-Reaktion, eine unspezifische Entzündungskaskade, 
wird in Gang gesetzt (MAYR 1993; JUNGI 1999). 
Zellverletzung, Zellzerstörung oder bakterielles Endotoxin (Lipopolysaccharide) (PEPYS u. 
BALTZ 1983) führen zu einer Ausschüttung von Zytokinen aus den Makrophagen in die 
Blutbahn. Diese stimulieren Hepatozyten die Akute-Phase-Proteine, Neopterin und C-reaktives 
Protein (CRP) zu synthetisieren. Dieses führt zu einer weiteren Zytokinfreisetzung oder zur 
Synthese anderer Mediatoren.  
Der Mechanismus der antikörperunabhängigen Abwehrreaktion wird als unspezifische Immun-
antwort bezeichnet. 
2.3.2 Spezifische Immunantwort / Immunglobuline 
Die spezifische Immunantwort geht von Zellen aus, die sich im Laufe ihrer Entwicklung antigen-
spezifische Rezeptoren erworben haben. Die wichtigsten Vertreter sind die T-Zellen und B-
Zellen. Letztere synthetisieren die Antikörper der verschiedenen Sub-Klassen. 
Bei der spezifischen Immunantwort werden T-Zellen, antigenpräsentierende Phagozyten oder 
spezifische antigenpräsentierende Zellen aktiviert. 
Die aktivierten T-Zellen fördern ihrerseits die Reifung der B-Zellen. Diese entwickeln sich durch 
die Stimulation zu B-Lymphoblasten, die nach Antigen-Kontakt zunächst das ontogenetisch 
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ältere und kurzlebigere Immunglobulin M (IgM) produzieren, welches die erste Stufe der 
humoralen Immunität darstellt.  
Durch den Isotype-switch, der in Anwesenheit der T-Zellen induziert wird, werden die IgM-
produzierenden B-Lymphoblasten dazu veranlasst, den sezernierten Antikörpertyp zu wechseln 
und sich zu Plasmazellen weiterzuentwickeln. Die im Plasma zirkulierenden Lymphoblasten 
produzieren IgG, die der Schleimhäute IgA. Beim Isotype-switch wird nur der 
Immunglobulintyp gewechselt, die Spezifität bleibt bestehen. Im Verlauf des Wechsels sinkt die 
Konzentration von IgM, während die von IgG und IgA ansteigt. Aus dem Verhältnis der 
Antikörpertypen zueinander kann die Dauer der Auseinandersetzungen des Wirtsorganismus 
mit dem Antigen abgeleitet werden. Die neu entstandenen Immunglobuline des Typs G und A 
vermitteln die spezifische, und lang andauernde Immunität. (FRIEMEL et al. 1986; MAYR 1993; 
JUNGI 1999). 
2.3.3 Das darmassoziierte Immunsystem 
Das intestinale Immunsystem ist der bedeutendste Teil des körpereigenen Immunsystems. Zu 
ihm gehören das darm- und das schleimhautassoziierte Abwehrsystem. 
Antigene Strukturen aus dem Inneren der Darmes, wie z.B. die Zelloberflächenbestandteile pro-
biotischer Bakterien, treten in direkten Kontakt mit Zellen des lymphatischen Gewebes des 
Darms, wie den M-Zellen oder mit den Lymphfollikeln der Peyerschen Platten. Die 
nachfolgende Antigen-Präsentation an den T-Zellen erfolgt durch dendritische Zellen und zum 
Teil durch MHC II-Molekül-positive Enterozyten. Die T-Zellen stimulieren daraufhin unter 
anderem B-Zellen und Makrophagen. Dem folgt der isotype-switch, nachdem statt des IgM 
das schleimhautspezifische IgA produziert wird (KASPAR 1998). IgA ist das Haupt-
Immunglobulin der Schleimhäute. Der Anteil an IgM ist niedriger, der des IgG liegt unter dem 
des IgM (ERICKSON u. HUBBARD 2000). IgA stellt somit den prinzipiellen Antikörper der 
Schleimhäute des GIT dar. Es tritt zumeist in der dimeren Form auf und ist durch das 
sekretorische Stück als Besonderheit im Gegensatz zu den übrigen Immunglobulinen vor der 
Verdauung im Darmlumen geschützt (FRIEMEL u. BROCK 1986; ERICKSON u. HUBBARD 
2000; JUNGI 2000). 
2.4 Probiotika 
2.4.1 Entwicklungsgeschichte und Definitionen 
Bereits 1908 wurde von METSCHNIKOFF (1908) der Begriff Probiotika für lebensfähige Mikro-
organismen, die einen gesundheitsfördernden Effekt aufweisen, verwendet. LILLY und STILL-
WELL (1965) bezeichneten mit diesem Begriff Mikroorganismen und von ihnen produzierte 
Substanzen. Sie bewirken das Gegenteil der Antibiotika. Beide Begriffe leiten sich vom 
griechischen Wort bios, Leben ab. Das Wort Antibiotikum wird als Synonym für gegen das 
Leben verwendet Ihm wurde der Begriff Probiotikum gegenübergestellt, der so viel wie für das 
Leben bedeutet. Im Gegensatz zu den Antibiotika sind Probiotika lebende Mikroorganismen, 
die aufgrund antagonistischer Eigenschaften in der Lage sind, bioregulativ in die Besiedlung 
des Verdauungstraktes einzugreifen (GEDEK 1993; 1995). 
Die heute gebräuchlichste Definition für Probiotika stammt von FULLER (1989). Er definiert Pro-
biotika als lebende Mikroorganismen, die eine vorteilhafte Wirkung auf den Wirt haben, indem 
sie das intestinale mikrobielle Gleichgewicht verbessern. Der Autor vermeidet, ebenso wie 
SALMINEN et al. (1999), den Begriff Substanz, um die Bedeutung der Lebensfähigkeit hervor-
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zuheben. Einige Autoren, wie z.B. OUWEHAND et al. (1999) und FRIC (2002) (siehe Tabelle 2) 
gehen darüber hinaus und halten die Ansiedlung im Darmepithel für ein Basiskriterium probio-
tischer Keime.  
Neben dem Begriff Probiotikum werden, insbesondere in humanmedizinischen Publikationen, 
Bezeichnungen wie Biotherapeutikum oder Mikrobiologikum verwendet. Meist handelt es 
sich hierbei um Synonyme gleicher Bedeutung, die zur sprachlichen Variation von Texten oder 
aus Reklamegründen zur leichteren Identifizierung von Produkten verwendet werden. 
Abzugrenzen hiervon sind Prä- und Symbiotika. Ersteres sind Substanzen, die von Mikro-
organismen im Darm verstoffwechselt werden können und so zu einer gezielte Anreicherung er-
wünschter Keime im Vergleich zu erwünschten oder gegebenenfalls pathogenen Keime führen. 
Letzteres ist eine Kombination aus einem Probiotikum und von ihnen verwertbaren Substraten. 
Tabelle 2: Selektionskriterien für Probiotika-Keime 
Selektionskriterien1) Bemerkungen 
Anwendungssicherheit Typisierung: molekulargenetisch, serologisch, 
mikrobiologisch und biochemisch 
 Apathogenität: Freiheit von pathogenen Genen für: 
Enterotoxin- und Cytotoxinbildung, Enteroinvasivi-
tät, pathogene adhärierende Aktivität, Hämolyse, 
Serumresistenz, Serumpathogenität und Anti-
biotikaresistenz 
Resistenz gegenüber 
Magen- und Gallen-
säure 
Erforderlich, um die Magen-Darm-Passage zu überleben und Zell-
integrität, Adhäsionsfähigkeit und metabolische Aktivität zu bewahren. 
Adhäsionsfähigkeit Immunmodulation, kompetitive Exklusion anderer Mikroorganismen 
Kolonisationsfähigkeit Wichtig für die Langzeitwirkung 
Datenlage Nachweis gesundheitsfördernder Effekte gemäß internationaler 
Standards (international anerkannter Studien zu Klinik und Präklinik) 
Biotechnische 
Eigenschaften  
Stabilität, Haltbarkeit im Produkt, Kultivierbarkeit 
1)nach OUWEHAND et al. (1999) und nach FRIC (2002) 
2.4.2 Anwendung in der Humanmedizin und im Lebensmittelbereich 
Probiotika werden traditionell beim Menschen seit mehr als hundert Jahren eingesetzt. Nach 
Entdeckung der Antibiotika in der Mitte des vorigen Jahrhunderts geriet die Anwendung 
teilweise in Vergessenheit. Im Zuge der modernen, bewussten Ernährung und auf der Suche 
nach Alternativen wurden Probiotika neu entdeckt. Neben der Anwendung von definierten 
probiotischen Medikamente zur Behandlung und/oder Prävention ausgewählter Erkrankungen 
werden probiotische Nahrungsmittel zur Verbesserung der körpereigenen Abwehr eingesetzt. 
Klinische Bedeutung besitzen vor allem Probiotika, die als Wirkstoff definierte Stämme lebender 
Bakterien oder Hefe enthalten. In den letzten Jahren ist die Anzahl der Publikationen zum 
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Anwendungsspektrum von Probiotika deutlich angestiegen (BISCHOFF u. MANNS 2005). Aller-
dings handelt es sich hierbei vorwiegend um Fallberichte und in den wenigsten Fällen um 
Studien. 
Ausnahmen bilden gut untersuchte Organismen, wie Lactobacillus rhamnosus Stamm GG 
(LGG), E. coli Stamm Nissle 1917 (EcN) oder Saccharomyces boulardii. EcN gehört zu den am 
besten durch Studien untersuchten Probiotika (BLUM et al. 1995; KRUIS et al. 1997; 
LODINOVA-ZADNIKOVA et al. 1997). Dieser Stamm wird gesondert unter 2.5 besprochen. 
Studien zur Behandlung unterschiedlicher Erkrankungen mit einzelnen Probiotika belegen 
immer wieder, dass gute Erfolge möglich sind.  
Bei der Behandlung von akut infektiösen oder antibiotikaassoziierten Diarrhöen 
(VANDERHOOF et al. 1999) mit dem Probiotikum LGG zeigte sich eine signifikante Reduktion 
der Diarrhö im Vergleich zur Placebo-Gruppe (VAN NIEL et al. 2002).  
In einer Studie an 37 Kleinkindern mit atopischer Dermatitis konnte durch orale Anwendung von 
LGG nicht nur das klinische Bild, sondern auch die als Indikatoren für intestinale Entzündungen 
gewählten laborchemische Parameter positiv beeinflusst werden (MAJAMAA u. ISOLAURI 
1997). 
Bei einer Studie mit dem Probiotikum VSL#3 zur Behandlung von Pouchitis verbesserte die ein-
malige Gabe die Remissionserhaltung nach rezidivierender Pouchitis und die Lebensqualität 
der Probanden. Bei VSL#3 handelt es sich um ein Gemisch aus vier Lactobacillus- und drei 
Bifidobacterien-Stämmen: L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii spp., B. longum, 
B. breve, B. infantis, und Streptococcus salivarius spp. thermophilus. Diese Untersuchungen 
lassen vermuten, dass VSL#3 in der Prävention der Pouchitis wirksam ist (MIMURA et al. 
2004).  
Werden Probiotika als Lebensmittel eingestuft, wie beispielsweise Joghurt, unterliegen sie dem 
Lebensmittel- und Bedarfsgegenstände-Gesetz (LMBG) und benötigen nur in besonderen 
Fällen einer Zulassung durch das Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR), das 2002 aus dem 
Bundesinstitut für gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin (BgVV) 
hervorgegangen ist. Die Zulassung wird bei zulassungspflichtigen Zusatzstoffen im 
Lebensmittel nach dem LMBG oder bei diätetischen Lebensmittel mit vermeintlich 
gesundheitsfördernder Wirkung nach § 1 Abs. 1 und 2 DiätVO (Diät Verordnung) erteilt. Seit 
2002 gibt es zusätzlich die Neuartige Lebensmittel Verordnung (NLV), in der der Umgang mit 
bis dato kaum verwendeten Lebensmitteln geregelt ist. 
Bei den als Lebensmittel eingesetzten Probiotika handelt es sich in den meisten Fällen um 
Lactobacillen (L. acidopilus, L. johnsonii, L. casei, L. rhamnosus, L. reuteri, L. plantarum) und 
Bifidobacterien (B. animalis, B. longum, B. lactis, B. adolescentis, B. infantis, B. breve).  
2.4.3 Anwendung in der Veterinärmedizin und Nutztierhaltung 
In der Veterinärmedizin werden Probiotika überwiegend in der Fütterung bei Nutztieren 
eingesetzt. Sie unterliegen somit dem Futtermittelgesetz beziehungsweise den Zulassungs-
bestimmungen der Europäischen Union.  
Probiotika gelten zum einen als sinnvoller Ersatz der antibiotischen Leistungsförderer, die in 
ihrer Anwendung stark eingeschränkt wurden (REUTER 2001). Zur Beurteilung ihrer 
Wirksamkeit werden in erster Linie die tägliche Lebendmassezunahme in Verbindung mit dem 
Futteraufwand (kg Futter/kg Lebendmassezunahme) herangezogen.  
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Zum anderen werden sie zur Behandlung oder Prophylaxe unterschiedlicher Erkrankungen, wie 
z.B. der Durchfallprophylaxe bei Kälbern und Ferkeln oder zur Reduktion des 
Salmonellenbefalls beim Geflügel eingesetzt. Im Gegensatz zur Langzeitwirkung beim 
Menschen wurde beim Tier das Ziel der Applikation von Probiotika beim Tier als kurze 
Anwendungsdauer im Zusammenhang mit einem möglichst günstigen messbarem Effekt 
festgelegt (SIMON 2001). Auf diesen Bereich soll hier wegen der großen Bedeutung für die 
Veterinärmedizin kurz eingegangen werden. 
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JORES und WIELER unterteilten 2003 die in der Veterinärmedizin verwendeten probiotisch 
wirksamen Bakterien in drei Gruppen:  
 
1. säureproduzierende Bakterien (Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus, 
Pediococcus), deren natürlicher Lebensraum der Verdauungstrakt vieler Tiere ist,  
2. Vertreter der Gattung Bacillus, deren natürliches Habitat der Boden ist und  
3. Hefen der Gattung Saccharomyces. 
 
Diese Einteilung entspricht den derzeit (Stand Oktober 2006) vorläufig als Futterzusatzstoff 
zugelassenen Probiotika. In der Europäischen Union sind folgende Mikroorganismen als 
Probiotika zugelassen: Pediococcus acidilactici, Bacillus cereus var. toyoi, Bacillus 
licheniformis, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus 
rhamnosus, Streptococcus infantarius, Lacctobacillus plantarum und Kluyveromyces marxianus 
var. Lactis K1. Für die endgültige oder vorläufige Zulassung bestehen für die einzelnen 
Probiotika Einschränkung in Indikation, Kondition, Tierart, Dosierung und Zweck der Applikation 
(Anlage 7 zur Futtermittelverordnung, Stand 2006). 
Die in der Veterinärmedizin eingesetzten Probiotika erweisen sich als effiziente Alternativen zu 
den in der Intensivhaltung seit einiger Zeit verbotenen antibiotischen Leistungsförderern. 
Vor allem im Schweinefutter finden sich häufig Probiotika. Dabei führt die positive Wirkung der 
Probiotika sekundär über die Aufrechterhaltung einer physiologischen stabilen Darmbesiedlung 
zu einer verbesserten Futterverwertung und Mastleistung. 
Die Fütterung von Bifidobacterium pseudolongum und Lactobacillus acidophilus an 
neugeborene Ferkel von der Geburt über das Absetzen hinaus bis zum 56. Lebenstag führte zu 
einer verbesserten Futterverwertung und schnelleren Gewichtszunahme (ABE et al. 1995). 
Außerdem senken bestimmte Bifidobacterienspezies die Mortalitätsrate bei Saugferkeln bis 
zum 28. Lebenstag um bis zu 20 % (ABE et al. 1995). Ebenso ist eine verbesserte 
Gewichtszunahme bei Ferkeln nach der Substitution mit Bacillus cereus beschrieben 
(KIRCHGESSNER et al. 1993). 
Bei der oralen Applikation von Enterococcus faecium an drei Tage alte Ferkel (n = 114) fanden 
ZEYNER und BOLDT (2005) eine höhere tägliche Gewichtszunahme in der Verum- (n = 50) als 
in der Placebo-Gruppe (n = 60). Des Weiteren ergab sich ein niedriger Diarrhöe-Score, nach 
welchem die Diarrhöe-Qualität der Tiere eingeschätzt wurde. 
Bei der Anwendung von Saccharomyces boulardii zur Therapie von akuter Enterocolitis beim 
Pferd konnte die Überlebensfähigkeit der applizierten Hefen im Gastrointestinaltrakt 
nachgewiesen werden, jedoch fand keine dauerhafte Kolonisation statt. Trotzdem verbesserten 
sich die klinischen Symptome der therapierten Pferde signifikant (DESROCHER et al. 2005). 
Die therapeutische Anwendung der Probiotika in der Veterinärmedizin unterliegt den strengen 
Zulassungsbedingungen des Arzneimittelgesetzes.  
Bei Untersuchungen mit Lactobacillus rhamnosus Stamm GG als potentiellem Probiotikum für 
die Anwendung bei Gastroenteritiden von Kälber konnte gezeigt werden, dass es dem 
Probiotikum gelingt, den Darm lebensfähig zu passieren, und somit eine Grundvoraussetzung 
für die Anwendung als erfüllt angesehen werden kann (EWASCHUK et al. 2004). 
Die wichtigsten allgemeinen Wirkungsmechanismen von Probiotika sind zur Übersicht in 
Tabelle 3 zusammengefasst. 
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Tabelle 3: Durch Probiotika-induzierte Effekte 
Effekt1) Mechanismus 
Wachstumsunterdrückung pathogener oder 
potentiell pathogener Mikroorganismen im 
Darm 
Produktion antimikrobieller Substanzen,  
kompetitive Exklusion von pathogenen 
Mikroorganismen im Darm 
Stimulation der Colonozytenproliferation Produktion kurzkettiger Fettsäuren 
Produktion der für die Colonozyten essentiellen 
Substrate: Organische Säuren 
Produktion kurzkettiger Fettsäuren vor allem 
von Butyrat  
Immunmodulation Steigerung der zellulären Abwehr, Steigerung 
der Produktion von IgA 
Optimierung von Darmmilieu und Stoffwechsel Senkung des pH-Wertes, Schaffung eines an-
aeroben Milieus 
Modifikation der gastrointestinalen Barriere Erhöhung der Dichtigkeit der Barriere 
*1) nach FRIC 2002, nach BISPING u. KOOP (2004), nach BREVES (2004) 
2.4.3.1 Ansiedlung im Gastrointestinaltrakt  
Für oral eingesetzte Probiotika ist es laut COLLINS et al. (1998) wichtig, den im Gastroin-
testinaltrakt herrschenden pH-Werten sowie den Verdauungsenzymen standzuhalten und 
dadurch die Passage durch den Magen-Darm-Trakt zu überleben. 
Die erfolgreiche Ansiedlung Lactobacillus plantarum nach oraler Applikation an adulte 
Menschen konnte von JOHANNSON et al. (1998) durch Nachweis des Bakteriums nach einer 
und drei Wochen während der Applikation, sowie sogar acht Tage nach Beendigung der 
Applikation bewiesen werden. 
Die Ansiedlung von Enterococcus faecium bei Schweinen wurde nach der Applikation des Pro-
biotikums bereits ante partum an die Muttertiere und während der Säugeperiode bei Ferkeln 
nachgewiesen (MACHA et al. 2004). Dabei fanden sie unterschiedliche Besiedelungsorte des 
GIT der Ferkel mit dem Bakterium in Abhängigkeit vom Alter der Tiere.  
2.4.3.2 Modifikation der mikrobiellen Metaboliten des Gastrointestinaltraktes 
JOHANNSON et al. (1998) fanden nach der Applikation von Lactobacillus plantarum eine 
signifikante Erhöhung der Gesamtkonzentration der kurzkettigen Fettsäuren und stellten für die 
Herkunft der Metabolite im zwei Thesen auf:  
a) Die Metabolite werden von dem Probiotikum produziert. 
b) Das Probiotikum stimuliert die Aktivität anderer produzierender Bakterien im Colon. 
Die Metabolite können wiederum sekundär ebenfalls zu einer Veränderung der 
Zusammensetzung der Darmbesiedlung führen, da diese größtenteils durch den Wettstreit um 
die Substrate bestimmt wird (STEWART et al. 1995). Eine Potenzierung des Probiotikaeffektes 
ist demzufolge möglich. 
FULLER und GIBSON (1997) bezweifeln jedoch, dass im Darm, der reich an Nährstoffen ist, 
ein Substratmangel für die residente Flora herrschen könne. Sie gehen allerdings davon aus, 
dass die Limitierung eines essentiellen Nährstoffes zur Wachstumshemmung bestimmter 
Bakterien führen könnte. 
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2.4.3.3 Einfluss auf das Immunsystem 
Um das Immunsystem von der Darmwand aus beeinflussen zu können, muss ein Probiotikum 
das MALT beziehungsweise GALT aktivieren. 
Hinweise für eine Wechselwirkung probiotischer Organismen mit dem Immunsystems zeigen 
die folgenden Untersuchungen: 
Nach Gabe unterschiedlichen Probiotika wurde bei Kindern eine gesteigerte Proliferationsrate 
von Zellen der zellulären Abwehr (FUKUSHIMA et al. 1998) gefunden.  
Bei Mäusen (PERDIGON et al. 1995) und Schweinen (STEWART et al. 1995) konnte in der 
Mucosa des Darmes eine Erhöhung der Gesamtzahl der Abwehrzellen nachgewiesen werden. 
VAN BRIEL et al. (2002) fanden bei einem Fütterungsversuch mit Schweinen, die entweder 
Saccharomyces boulardii oder Bacillus cereus var. toyoi erhielten, eine Erhöhung der IgA- und 
Plasmazellen in der Mucosa. Bei den mit Saccharomyces boulardii behandelten Tieren 
erstreckten sich die Befunde auf das Epithel des Dünn- und Dickdarms. Bei beiden 
Versuchsgruppen wurden signifikante Erhöhungen der CD2+ T-Lymphozyten in der Mucosa 
des Jejunums gefunden.  
FUKUSHIMA et al. (1998) fanden nach der Gabe von Bifidobacterium lactis Bb-12 an sieben 
gesunde Kindern einen 2,9-mal höheren Gesamt IgA-Spiegel nach der Applikation im Vergleich 
zur Kontrollgruppe. Des Weiteren konnte eine Erhöhung der für die spezifische humorale 
Immunantwort entscheidenden Immunglobulin-Titer, vor allem von IgA, gefunden werden 
(PERDIGON et al. 1995; FUKUSHIMA et al. 1998).  
Die Stimulation des Immunsystems ist einer der wichtigsten Mechanismen über die Probiotika 
ihre Wirksamkeit entfalten, da über die verstärkte Anwesenheit von IgA eine suffiziente 
Prävention vor Magen-Darm-Infektionen (ERICKSON et al. 2000) aufgebaut werden kann. 
2.4.3.4 Einfluss auf die gastrointestinale Barriere 
Die gastrointestinale Barriere ist ein weiterer Bereich, an dem Probiotika wirksam werden 
können. Bei Untersuchungen an Schweinen, denen über acht Tage Saccharomyces boulardi 
beziehungsweise über 21 Tage Bacillus cereus gefüttert wurde, konnten eine um 30 % 
niedrigere Mannitol-Fluxrate nachgewiesen werden als bei Kontrolltieren. Die Mannitol-
Fluxraten sind in diesem Versuch ein Maß zur Bestimmung der parazellulären Dichtigkeit der 
Zellen im Dünndarm. Dieses Ergebnis liefert Hinweise auf eine erhöhten Dichtigkeit und 
demnach Modifikation der parazellulären Barriere nach oraler Probiotikaapplikation. Gleichzeitig 
wurden in diesem Versuch bei beiden Probiotika-Gruppen in den Enterozyten deutlich höhere 
Glukoseabsorptionen pro Zeiteinheit nachgewiesen. Die mit Hefen behandelten Tieren zeigten 
zusätzlich eine höhere Alaninabsorption in diesen Zellen (BREVES et al. 2000). Diese 
Ergebnisse liefern Hinweise um die besseren Zunahmen von mit Probiotika behandelten Tieren 
zu erklären. 
Bei Versuchen zur Wirkung von Lactobacillus acidophilus auf die gastrointestinale Barriere bei 
Ratten wurde ein Ansteigen der Expression des transmembranen Bindungsproteins, eine Ver-
stärkung der tight-junctions und ein Schutz der protektiven Wirkung der intestinalen Barriere-
funktion ex vivo gefunden (QUIN et al. 2005). 
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2.4.3.5 Einfluss auf die Zusammensetzung der gastrointestinalen Flora 
Bei der Applikation eines Enterococcus-Stammes an adulte Hunde wurden Modifikationen der 
gastrointestinalen Mikroflora der Art gefunden, dass sich die Zahl der Salmonella spp. und 
Campylobacter spp. unter der Applikation erhöhte, während die Zahl der Clostridien spp. 
deutlich reduziert wurde (VAHJEN u. MÄNNER 2004).  
Bei Untersuchungen zur Applikation eines Inulin/Enterococcus faecium Mix reduzierte sich die 
Bifidobakterienpopulation im Chymus von adulten Schweinen (BÖHMER et al. 2005). 
Bei Versuchen zur Fütterung von verschiedenen Bakterienstämmen und ihren Einflüssen auf 
die Zusammensetzung der gastrointestinale Flora bei Pferden zeigte sich Lactobacillus 
pentosus WE7 als inhibitorisch gegenüber Salmonella spp., E. coli, S. zooepidemicus, C. 
difficile und C. perfringens. Nach der oralen Gabe konnte das Probiotikum in den Faeces bei 89 
% der Fohlen und 87,5 % der adulten Pferde wiedergefunden werden (WEESE et al. 2004).  
2.5 Escherichia coli Stamm Nissle 1917 (EcN) 
2.5.1 Allgemeines 
In den Feldversuchen, die dieser Arbeit zugrunde liegen, wurde als Probiotikum der Escherichia 
coli Stamm Nissle 1917 (EcN) eingesetzt.  
Prof. Dr. Alfred Nissle isolierte den Stamm während des ersten Weltkrieges aus den Faeces 
eines Soldaten, der im Gegensatz zu seinen an Durchfall erkrankten Kameraden als einziger 
darmgesund geblieben war.  
Schon am 1. März 1917 wurde der Stamm unter der Bezeichnung Mutaflor als geschütztes 
Warenzeichen beim Reichsparteiamt eingetragen (LOEW 2000). Seitdem befindet sich EcN in 
der Humanmedizin ununterbrochen in der Anwendung. 
Für Anwendungen in der Veterinärmedizin wurde EcN als Arzneimittel im Jahr 2001 zur 
Prophylaxe von Durchfällen bei Kälbern unter dem Handelsnamen Ponsocol (Dr. Ponsold 
GmbH, Herdecke, Deutschland) zugelassen (V BUENAU et al. 2004). 
2.5.2 Anwendungssicherheit 
EcN ist einer der am besten untersuchten probiotischen Stämme. Er wird in der Deutschen 
Sammlung für Mikroorganismen unter dem Kürzel DSM-6601 geführt. Es handelt sich um gram-
negative, fakultativ anaerobe Stäbchen. Die Gattung Escherichia gehört zur Familie der Entero-
bacteriaceae.  
EcN ist vom WHO-Referenzzentrum vollständig typisiert als Serovar O6:K5:H1. Aufgrund seiner 
charakteristischen Stoffwechselleistungen (Bunte Reihe z.B. Biotest GNI-ID-System) und 
seines stammspezifischen Zellproteinmusters bei der Züchtung unter standardisierten 
Bedingungen kann er in der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Plattengelelektrophorese 
zweifelsfrei identifiziert werden. 
Der Stamm bildet im Gegensatz zu anderen Vertretern der O6-Gruppe keine hitzelabilen 
Enterotoxine, keine hitzestabilen Enterotoxine und Zygotoxine sowie Shiga-like Toxine und 
verfügt auch nicht über das bei pathogenen E. coli für die Sezernierung zuständige Typ-III-
Transportsystem (BLUM et al. 1995) 
Der Stamm hat keine hochmolekularen Plasmide, welche häufig Träger von Virulenzfaktoren 
und Antibiotikaresistenzen sind. 
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Bei Testreihen auf Antibiotikaempfindlichkeit, erwies sich der Stamm als sensitiv gegenüber 
allen routinemäßig gegen Enterobacteriaceae eingesetzten Antibiotika (GROZDANOV et al. 
2002; PHARMA-ZENTRALE 2002). Außerdem ist der Stamm genetisch stabil (GROZDANOV et 
al. 2002).  
Eine Invasivität konnte weder in vivo noch in vitro nachgewiesen werden. Bei Untersuchungen 
an Neugeborenen (LODINOVA-ZADNIKOVA et al. 1997), denen der Stamm täglich oral 
appliziert wurde, konnte in keinem Fall eine Bakteriämie festgestellt werden. Auch bei der 
oralen Applikation an gnotobiotisch aufgezogenen Ferkeln kam es nicht zu septischen 
Komplikationen (MANDEL et al. 1995). 
2.5.3 Wiederfindung 
Bakterienstämme lassen sich anhand ihrer physiologischen  und / oder genetischen 
Eigenschaften unterscheiden.  
Die Wiederfindung von EcN wurde früher mit einem spezifischen Antiserum (LODINOVA-
ZADNIKOVA et al. 1992) oder ELISA durchgeführt. Der Test basiert auf der Serumsensitivität 
des Bakteriums, die auf eine Mutation des wzy Gens zurückgeht. Durch die Mutation kommt es 
zu einem semi-rauhen Phänotyp der O6 Antigen Polymerase (GROZDANOV et al. 2002).  
In neuerer Zeit wird EcN mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und stammspezifischen  
Primerpaaren detektiert (BLUM-OEHLER 1997). 
Die PCR zur Identifizierung von EcN basiert auf Sequenzen von Fimbrien-Genen des Typ 1- 
(fim A) und des F1C-Fimbrien-Gen-Clusters (foc A). Die fim A Sequenz mit einer Länge von 253 
Nukleotiden wird als MUTA 1/2 bezeichnet. Die foc ADNA-Sequenz mit einer Länge von 441 
Nukleotiden als MUTA 2/3. Die beiden Gene sind charakteristisch für einen Teil der E.coli-
Gruppe, die verschiedenen Stämme der O6:K5-Serovar-Gruppe sind.  
Zur Spezifizierung der PCR wurden zusätzliche DNA-Sequenzen von kleinen kryptischen 
Plasmiden ausgewählt, die nur EcN besitzt und somit spezifisch sind. Diese Plasmide werden 
als pMUT1 und pMUT2 bezeichnet. Aus pMUT1 wird eine DNA-Sequenzen (MUTA 5/6 mit 
einer Länge von 361 Nukleotiden) und aus pMUT2 zwei DNA-Sequenzen (MUTA 7/8 mit einer 
Länge von 427 Nukleotiden und MUTA 9/10 mit einer Länge von 313 Nukleotiden) für die 
Detektion des EcN mittels der EcN-spezifischen PCR genutzt. Die Nachweisgrenze dieser EcN-
spezifischen Plasmide mittels PCR liegt bei 104 KbE/ml für die Primer MUTA 5/6 und MUTA 7/8 
und für MUTA 8/9 sogar bei 103 KbE/ml (BLUM-OEHLER 1997).  
2.5.4 Kolonisation 
Nach Untersuchungen von HOOGKAM-KORSTANJE et al. (1979) erfolgt die bakterielle Be-
siedlung des noch sterilen Neugeborenendarms in den ersten 24-48 Stunden vornehmlich 
durch aerobe oder fakultativ aerobe Arten. Unter ihnen spielen E. coli Arten eine herausragende 
Rolle. Durch ihre Stoffwechselaktivitäten wird das hohe Redoxpotential des unbesiedelten 
Darms und der Sauerstoffgehalt des Colons rapide abgesenkt (MIDTVEDT 1997). Erst wenn 
das Darmmilieu solchermaßen umgestaltet ist, ist es Lactobacillen und Bifidobacterien sowie 
obligat anaeroben Bakterien nachfolgend möglich sich anzusiedeln (GREINWALD 1991). 
Zur Adhärenz an Darmepithelzellen werden von E. coli verschiedene Adhäsine gebildet. Dabei 
handelte es sich bei gram-negativen Bakterien häufig um aus der Bakterienwand 
hervorstehende proteinhaltige Fortsätze wie Fimbrien und Curli. Die Rezeptoren auf der Wirt-
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Seite befinden sich an Membranproteinen, Glykoproteinen, Glykolipiden oder der Glycocalix der 
Epithelzelle und sind zumeist kohlehydrathaltig.  
EcN verwendet zur Adhäsion chromosomal kodierte Fimbrien des Typ1 bzw. F1C. Diese bilden 
eine sehr spezifische Bindung meist mit Rezeptoren auf der Wirtszelle nach dem Schlüssel-
Schloss- Prinzip (HACKER 1997). Die Adhäsion erfolgt zumeist über Stickstoffbindungen. 
Zusätzlich ist eine Biofilmbildung auf den Enterozyten des Wirtes mittels der Curli-Adhäsine 
nachgewiesen worden (HACKER 2000). Nach der BiofilmTheorie ist EcN in vivo in der Lage, 
einen schützenden Biofilm um die Enterozyten zu legen und somit die Invasion von pathogenen 
Erregern zu verhindern. Nachgewiesen ist, dass EcN in vitro die Eigenschaft zur zeit- und 
dosisabhängigen Adhäsion an humanen intestinalen Epithelzellen hat (BOUDEAU et al. 2003). 
Der Stamm ist sogar als ausgesprochen stark adhärierend zu bezeichnen, da bereits vier 
Stunden nach der Inokulation 90 % des Originalinokulums adhäriert an den in vitro kultivierten 
Epithelzellen gefunden werden konnte (BOUDEAU et al. 2003).  
Gleichzeitig wurde bei den Versuchen gefunden, dass die Prä-Inkubation von EcN einen 
wesentlich stärkeren inhibitorischen Effekt auf adhärentinvasive E. coli ausübt, als die Co-
Inkubation. Allerdings sehen OUWEHAND und SALMINEN (2003) die Übertragung der 
Ergebnisse der In-vitro-Versuche auf die Situation in vivo sehr kritisch. Außerdem raten sie 
dazu, die Wirkung von Probiotika an der Spezies zu untersuchen, bei der sie therapeutisch zum 
Einsatz kommen soll, da aufgrund der vielfältigen physiologischen Variationen ein Rückschluss 
von einer Tierart auf eine andere häufig nicht möglich ist. 
Bei In-vivo-Versuchen an 7-12 Monate alten gnotobiotischen Ratten zeigten LORENZ und 
SCHULZE (1996), dass die initiale Kolonisation mit EcN im gesamten Gastrointestinaltrakt 
bereits 6 Stunden nach der einmaligen oralen Inokulation von 109 Keimen beginnt. Die 
nachfolgende Stabilisierungsphase betrug zwischen 24-36 Stunden, während nach 48 Stunden 
keine Veränderungen in den Bakterienzahlen mehr festzustellen waren. Die behandelten Ratten 
zeigten keinerlei gesundheitliche Beeinträchtigungen. 
Bei keimfrei aufgezogenen Ferkeln, die im Alter von 7-10 Tagen eine Dosis von 108 KbE von 
EcN erhielten, war der Nachweis des Bakterienstammes bereits einen Tag nach der Applikation 
möglich und nach drei Tagen stabil. Die mit EcN behandelten Ferkel zeigten eine normal 
körperliche Entwicklung und keinerlei gesundheitliche Beeinträchtigung (MANDEL u. 
TREBICHAVSKY 1992).  
Die Ansiedlungsfähigkeit von EcN wurde auch bei gesunden neugeborenen Menschen 
untersucht. Dabei erhielt jedes Neugeborene einmal täglich oral 1 ml einer Suspension mit 108 
KbE/ml (MUTAFLOR) über einen Zeitraum von 5 Tagen. Bei 18 der 24 Probanden wurde der 
Stamm mittels eines spezifischen Antiserums am 3. Tag nach der Applikation in Stuhlproben 
wiedergefunden und persistierte über den gesamten Untersuchungszeitraum, teilweise sogar 
über 9 Wochen (LODINOVA-ZADNIKOVA et al. 1992).  
Bei weiteren Versuchen mit neugeborenen Säuglingen konnte der verwendete EcN bereits am 
zweiten Tag und selbst sechs Monate nach der Applikation faecal nachgewiesen werden. 
LODINOVA-ZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997).  
In diesem Zusammenhang sei angemerkt, dass bei Versuchen zur Allergieprophylaxe in der 
Humanmedizin bei der Applikation von Lactobacillus rhamnosus festgestellt wurde, das eine 
Wirkung nur dann eintritt, wenn die Behandlung mit dem Probiotikum in einem Alter erfolgt, in 
dem sich das Gleichgewicht in der Darmbesiedlung noch nicht eingestellt hat. Werden die 
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Probiotika erst an Teenager oder Erwachsene gegeben, lässt sich keine positive Wirkung mehr 
beobachten (HELIN et al. 2002). 
Der gleiche Sachverhalt ist auch bei EcN nachgewiesen worden. Der Stamm konnte nach der 
oralen Applikation an erwachsene Menschen entweder gar nicht (SEARS u. BROWNLEE 1952) 
oder nur sehr selten gefunden werden (SEARS et al. 1950). 
Allerdings konnte nach einer antibiotischen Darmdekontamination und dreiwöchiger oraler 
Gabe des Probiotikums EcN noch teilweise bis zum 129. Tag nach Beendigung der Applikation 
in den Faeces der Probanden detektiert werden (MALCHOW 1992). 
Die voll entwickelte physiologische Darmflora scheint also eine Ansiedlung des EcN zu 
verhindern, die bei Neugeborenen möglich ist. ROLLE und BURGER (1958) zeigten jedoch, 
dass die Implantation von EcN von der Dauer der oralen Zufuhr des Präparates abhängig war. 
Während der Stamm nach einmaliger Gabe innerhalb weniger Tage nicht mehr in den Faeces 
nachweisbar war, gelang es nach dreiwöchiger Gabe den Coli-Stamm dauerhaft anzusiedeln. 
2.5.5 Immunologische Wirkung 
Bei Mäusen konnte eine immunmodulatorische Wirkung von EcN auf die unspezifische Immun-
abwehr mit Hauptwirkung auf die Aktivierung von Makrophagen gefunden werden (HOCKERTZ  
1997). 
Bei der Applikation von EcN im Rahmen einer randomisierten und verblindeten Studie an früh-
geborene Kinder konnte 14 Tage nach der Kolonisierung im Vergleich zu nichtkolonisierten 
Kindern ein signifikant höherer IgM und IgA Spiegel festgestellt werden (CUKROWSKA et al. 
2002). Dieser Versuch zeigte einen möglichen kausalen Zusammenhang zwischen der Kolo-
nisation von EcN und einer Immunantwort. Weitere Versuche mit voll entwickelten und frühge-
borenen Kindern brachten gleiche Ergebnisse, wobei hierbei zusätzlich ebenfalls das Ansteigen 
der lokalen Antikörper IgM und IgA in den Faeces nachgewiesen werden konnte (LODINOVA-
ZADNIKOVA et al. 1991).  
Durch die postnatale Gabe von EcN wurde die Häufigkeit von Allergien und rezidivierenden 
Infekten nach 10 und 20 Jahren bei Kindern reduziert (LODINOVA-ZADNIKOVA et al. 1997). 
2.5.6 Anwendungen in der Humanmedizin 
EcN wird in der Humanmedizin mit Erfolg bei der Behandlung von chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen: Morbus Crohn (MALCHOW 1997; REMBACKEN et al. 1999; BOUDEAU et 
al. 2003; ALTENHOEFER et al. 2004) beziehungsweise Colitis ulcerosa (KRUIS et al.1997) (1), 
kollagener Laminitis (TROMM et al. 2004) (2), Chronisch Entzündliche Darmerkrankung 
(SCHULTZ et al. 2003) (3), Pouchitis (KUZELA et al. 2001) (4) und zur Kolonisationsprophylaxe 
bei Neugeborenen (LODINOVA-ZADNIKOVA et al. 1992; CUKROWSKA et al. 2002) (5) 
eingesetzt. 
(1) Bei einer randomisierten doppelt verblindeten Vergleichsstudie mit 327 Morbus Crohn 
Patienten, wurde eine Gruppe der Patienten (n = 162) mit EcN (2,5-25 x 109 lebende Mikro-
organismen/Proband) und die andere Gruppe (n = 165) mit dem Standardmedikament zur Be-
handlung von Morbus Crohn Mesalazin über 12 Monate behandelt. Dabei zeigte die Applikation 
von EcN einen nahezu identischen Erfolg (36,4 %) bei der Behandlung der Colitis ulcerosa wie 
das Mesalazin (33,9 %) (KRUIS et al.1997).  
EcN kann in vitro die Adhäsion und Invasion von pathogenen Salmonellenstämmen oder patho-
genen E. coli-Stämmen, die von Patienten mit Morbus Crohn isoliert worden waren, inhibieren. 
Literaturübersicht 
 
 
Seite 18 
Dies ist für das Verständnis der Wirksamkeit von EcN bei der Chronisch Entzündlichen Darmer-
krankung von besonderem Interesse. 
Der inhibitorische Effekt von EcN bei Morbus Crohn beruht auf der Verhinderung der Adhäsion 
und Invasion von pathogenen E. coli an intestinalen Epithelzellen bei gleichzeitiger oder pro-
phylaktischer Gabe von EcN (BOUDEAU et al. 2003). Bei gleichzeitiger Gabe von EcN bei einer 
experimentellen Infektion von humanen embryonalen intestinalen Epithelzellen mit Salmonella 
enterica serovar Typhimurium war die Effizienz der Salmonellen-Invasion um bis zu 70 % 
reduziert, wobei gleichzeitig Yersinia enterocolitica, Shigella flexneri, Legionella pneumophila 
und Listeria monocytogenes inhibiert wurden (ALTENHOEFER et al. 2004). 
Es wurde jedoch gezeigt, dass weder ein physikalischer Kontakt mit den Epithelzellen noch mit 
den zu beeinflussenden Bakterien notwendig ist. Ebenso spielten die fim- und foc-Gene sowie 
die plasmidkodierten Gene bei der Wirkung von EcN ebenso keine Rolle. Denn auch nach 
deren Deletion wurde die Invasion der Salmonellen in die Epithelzellen signifikant verhindert 
(ALTENHOEFER et al. 2004).  
Solche Interaktionen zwischen Darmepithelzellen einerseits und Darmflora beziehungsweise 
probiotischen Keimen andererseits können zu einer funktionellen Modulation der Epithelbarriere 
und des darunter lokalisierten mukosalen Immunsystems führen, wie In-vitro-Studien an 
Epithelzelllinien belegen (OTTE u. PODOLSKY 2004). 
(2) Bei einer offenen Studie wurde der Einfluss von EcN auf die Stuhlfrequenz und -konsistenz  
bei Patienten mit kollagener Laminitis untersucht. Die Patienten (n = 14) erhielten EcN in ver-
schiedenen Dosierungen (2,5-25 x 109 lebende Mikroorganismen/Proband). Die Stuhlfrequenz 
fiel signifikant (p = 0,034) nach 4-18 Wochen Therapiedauer ab. Die Verträglichkeit, die von den 
Probanden anhand einer 5-Punkte-Skala bewertet wurde, wurde von 11 der 14 Patienten mit 
gut bis sehr gut bewertet (TROMM et al. 2004). 
(3) Beim Einsatz von EcN in Kombination mit einer Behandlung mit Steroiden bei der 
Behandlung der Chronisch Entzündlichen Darmerkrankung ging die Anzahl der Fieberpatienten 
um 30,3 % im Vergleich mit der Placebo-Gruppe zurück. 
(4) Die erfolgreiche Behandlung von zwei Patienten mit Pouchitis wurde von KUZELA et al. 
(2001) durchgeführt. Dabei konnte der so genannte Pouchitis- Erkrankungsaktivitätsindex, in 
der die Morbidität des Patienten festgehalten wird, bei einem Patienten um 9 Punkte, bei einem 
anderen Patienten um 10 Punkte auf der Index-Skala verbessert werden. 
(5) Beim Einsatz zur Kolonisationsprophylaxe bei Säuglingen war die Kolonisation mit 
pathogenen und potentiell pathogenen Bakterien sowohl im Magen-Darm-Trakt als auch auf 
den übrigen Schleimhäuten bei den therapierten Säuglingen dabei im Vergleich zur Placebo-
Gruppe signifikant reduziert (LODINOVA-ZADNIKOV u. SONNENBORN 1997; LODINOVA-
ZADNIKOV et al. 1998). Des Weiteren fanden CUKROWSKA et al. (2001) nach oraler EcN-
Gabe einen signifikant erhöhte Immunglobulinspiegel im Blut von Frühgeborenen. Dabei 
stiegen vor allem die Spiegel von IgA und IgM an. 
2.5.7 Anwendungen in der Veterinärmedizin 
Die therapeutische Gabe des EcN in der Veterinärmedizin bezieht sich auf die Therapie von 
Durchfallerkrankungen. 
Bei einer intravenösen Infektion von Mäusen mit 6 x 103 KbE Listeria monocytogenes oder 5 x 
105 KbE Candida albicans und einer zusätzlichen oralen Behandlung der Mäuse mit 
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unterschiedlichen Konzentrationen von EcN (106, 107, 108, 109 lebende Zellen) wurde eine 
Reduktion von Listeria monocytogenes und Candida albicans nach experimenteller Infektion bei 
gleichzeitiger Gabe von EcN dosisabhängig zum Probiotikum gefunden werden. Die Wirkung 
von EcN auf die Reduktion von pathogenen Mikroorganismen bezieht sich demzufolge sowohl 
auf bakterielle als auch auf Pilzinfektionen (HOCKERTZ 1997). 
In einer Ultima-Ratio-Anwendung erhielten neugeborene Kälber (n = 191) EcN oral über 10 bis 
13 Tage. Die zuvor bei neugeborenen Kälbern beobachteten Durchfälle sowie die meist 
begleitend auftretenden fieberhaften Bronchopneumonien wurden mit zunehmender 
Anwendungsdauer im Falle der Durchfälle nahezu ganz oder im Falle der Bronchopneumonien 
um bis zu 57 Prozentpunkte gesenkt. Das Allgemeinbefinden und die Vitalität der Tiere 
besserten sich deutlich und es kam zu einer schnellen Normalisierung der 
Lebendmassenentwicklung (KRÜGER 1997). 
In einer weiteren Studie wurden neugeborenen Kälbern (n = 172) oral mit EcN (n = 83) oder mit 
einem Placebo (n = 89) behandelt. Im Studienverlauf wurde gezeigt, dass die mit dem Placebo-
Präparat behandelten Tiere eine Durchfallhäufigkeit von 27 % zeigten, während in der Verum-
Gruppe nur 1,2 % erkrankten. Die Gesamtmorbidität der Verum-Gruppe war um 23 % Punkte 
niedriger als in der Placebo-Gruppe. Des Weiteren lag die Mortalitätsrate mit 8,8 % in der 
Placebo-Gruppe höher als in der Verum-Gruppe mit 5,1 % (V BUENAU et al. 2005). 
2.6 Ziel der Arbeit 
Trotz steigender Bedeutung der Probiotika in der Veterinärmedizin gibt es bisher nur wenige 
Untersuchungen zu ihrer Anwendung bei der Tierart Pferd. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 
Informationen zum Wirkmechanismus des Probiotikums Escherichia coli Stamm Nissle 1917 bei 
Pferden zu sammeln.  
Die bisherigen Untersuchungen mit diesem Bakterium stammen aus Anwendungen in der 
Humanmedizin (KRUIS et al. 2004, LODINOVA-ZADNIKOVA et al. 1992 u.1997) oder der 
Grundlagenforschung (BLUM-OEHLER et al. 2003; BOUDEAU et al. 2003; ALTENHOEFER et 
al. 2004). Informationen zur Anwendungen in der Veterinärmedizin beziehen sich auf die 
Jungtiere der Tierart Rind (V BUENAU et al 2005). Erfahrungen in der Anwendung dieses 
Probiotikums bei einem adulten Herbivorer bestehen derzeit noch nicht. 
Die vorliegende Arbeit sollte nachweisen, ob EcN in der Lage ist, den GIT mit den großen Gär-
kammern des Pferdes (Caecum und Colon) zu überleben, und ob es möglich ist, den Stamm in 
den Faeces vital wiederzufinden. 
Hierzu wurden zwei Feldversuche durchgeführt. Der erste Versuche erfolgte mit klinisch 
gesunden adulten Pferden im direktem parallelen placebokontrollierten Gruppenvergleich, der 
zweite Teil mit ebenfalls klinisch gesunden adulten Pferden unter Dosissteigerung. Dabei sollte 
untersucht werden, ob eine Korrelation zwischen oral applizierten und im Kot nachgewiesenem 
EcN besteht. 
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3 Tiere, Material und Methoden 
3.1 Feldversuche 
3.1.1 Versuchsgenehmigung 
Grundlage der hier vorgestellten Arbeit waren zwei Feldversuche (A und B). Zu beiden 
Versuchen wurden Anträge auf Genehmigung als Tierversuch gemäß § 8, insbesondere § 8a 
des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBl. l S. 
1105) beim Regierungspräsidium Leipzig gestellt. Die Genehmigungen wurden für beide 
Versuche erteilt. 
3.1.2 Anlage und Durchführung der Feldversuche im Überblick 
Versuch A wurde in der Zeit vom 19. August 2002 bis 12. September 2002 als Feldversuch mit 
parallelem Gruppenvergleich durchgeführt. Geeignete Pferde wurden nach dem Zufallsprinzip 
den beiden Behandlungsgruppen zugeordnet. Die Tiere der einen Gruppe erhielten an den 
ersten 10 Tagen das Prüfpräparat (Verum) und die der anderen ein Placebo. Auf die 
Behandlungsphase folgte eine 15tägige Beobachtungsphase. Der Ablauf dieses Versuches ist 
in Abbildung 1 schematisch dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Ablaufschema Versuch A 
Versuch B wurde in der Zeit vom 30. November 2004 bis 01. Februar 2005 als Feldversuch mit 
ansteigender Dosierung des Prüfpräparates durchgeführt. Alle am Versuch teilnehmenden 
Pferde wurden an den ersten 10 Tagen ausschließlich beobachtet. Anschließend wurde allen 
Tieren vom 11. bis 50. Tag das Probiotikum EcN in steigender Dosis verabreicht. Auf die 
Behandlungsphase folgte eine zweite Beobachtungsphase mit einer Dauer von 15 Tagen (Abb. 
2). 
Zeit 
[Tage]1.                 5.                     10.                   15.                20.             25. 
1 x täglich morgens
1.10. Studientag
2 x täglich  morgens & abends 1. 25. Studientag
Gabe der 
Studienmedikation:
Kontroll-
untersuchungen:
Aufnahme-/Abschluss
Untersuchung:
Kotproben:
1., 3., 6., 11., 13., 16., 20. & 25. Tag
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Abbildung 2: Ablaufschema Versuch B 
3.1.3 Prüfpräparat 
Als Prüfpräparat wurde Ponsocol (Dr. Ponsold GmbH, Oschersleben) verwendet. Bei dem 
Prüfpräparat handelt es sich um eine Suspension. Sie enthält als Wirkstoff pro Milliliter 108 KbE 
des EcN in einem Salzpuffer. Bestandteile der Puffersuspension sind NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2, 
MgSO4 und gereinigtes Wasser. Ponsocol ist ein in Deutschland zur Prophylaxe von 
Durchfällen bei Kälbern zugelassenes Arzneimittel (Zul.-Nr. 400502.00.00).  
Im Feldversuch A wurde zusätzlich ein Placebo mit einer Puffersuspension in identischer Zu-
sammensetzung verwendet. 
Das Prüfpräparat wurde gemäß der Betriebsverordnung für pharmazeutische Unternehmer 
(PharmBertrV) nach Vorgabe des Herstellungsprotokolls der Zulassungsunterlagen hergestellt. 
Die Herstellung und Freigabe des Präparates und des Placebos durch den Hersteller erfolgten 
nach Überprüfung der Qualität entsprechend der EU-Leitlinien der Guten Herstellungspraxis 
(GMP).  
Sowohl das Prüfpräparat als auch das Placebo wurden in 15 ml Quetschampullen aus Plastik 
geliefert. 
Da es sich bei der zu untersuchenden Substanz um lebende Bakterien handelt, erfolgte der 
Transport der Ampullen vom Hersteller zum Versuchsort und die Lagerung bis zur Verwendung 
in Kühlboxen bzw. Kühlschränken bei einer Temperatur von +4° bis +8°Celsius. Die Ampullen 
wurden maximal 15 Min. vor der Applikation aus dem Kühlschrank entnommen und den Tieren 
sofort verabreicht. 
3.1.4 Eignung der Tiere 
Für die Versuche wurden adulte und klinisch unauffällige Pferden verwendet. Alle Tiere waren 
zu Versuchsbeginn regelmäßig geimpft und entwurmt, wobei die letzte Wurmkur mindestens 
vier Wochen zurücklag. Keines der Tier nahm gleichzeitig an einem anderen Versuch teil oder 
hatte in den 30 Tagen vor Versuchsbeginn an einem Versuch teilgenommen. Außerdem hatte 
keines der Tiere in den letzten drei Monaten vor Prüfungsbeginn EcN appliziert bekommen. 
Während des Versuches und unmittelbar davor erhielten die verwendeten Pferde weder 
Studienmedikation  
Tagedosis: 
75ml 150ml
250ml
500ml 
0ml 0ml 
Kontro ll - 
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Aufnahme - /Abschluss 
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1        5       10         15  20         25     30         35  40       45          50        55         60   65         
2 x täglich  morgens & abends 1. 65. Studientag 
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Zeit 
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Antibiotika, Sulfonamide noch andere Medikamente. Am Tag vor Versuchsbeginn wurde jedes 
Pferd klinisch untersucht und für gesund befunden. 
3.1.5 Versuchsort, Haltung und Fütterung  
Beide Versuche wurden auf dem Reitgestüt Knauthain, Ritter-Pflugk-Strasse 17-19 in 04249 
Leipzig durchgeführt. 
Die Haltung der Versuchspferde erfolgte in 12 m2 großen Einzelboxen. Diese befanden sich als 
Innenboxen in einem Großstall. 
Die Pferde wurden täglich mindestens eine Stunde unter dem Reiter, an der Longe oder vor der 
Kutsche bewegt. Ansonsten wurde ihnen mindestens eine Stunde Auslauf in einem 
Sandpaddock gewährt. 
Die Fütterung mit Kraftfutter erfolgte dreimal täglich um 07.00 Uhr, 15.30 Uhr und 21.00 Uhr, mit 
ungequetschtem Hafer. Die genauen Futtermengen pro Tier sind in Anhangstabelle I (Versuch 
A) und Anhangstabelle II (Versuch B) im Anhang angegeben. Als Raufutter wurde den Tieren 
zweimal täglich um 07:00 Uhr und um 19:00 Uhr Heu semi ad libitum angeboten. Die Einstreu 
der Boxen bestand aus Weizenstroh. Die Analysen der einzelnen Futtermittel sind in den 
Anhangstabelle III (Versuch A) und IV (Versuch B) dargestellt. Zusätzlich wurde mit der 
Abendfütterung jedem Pferd 100 g des Mineralfutters Joker (Josera, Kleinheubach) gefüttert. 
Die Zusammensetzung ist in Anhangstabelle V aufgelistet. Über einen Salzlecksteins (Josera, 
Kleinheubach) stand den Pferden ständig NaCl zur freien Aufnahme zur Verfügung. Des 
Weiteren hatten die Pferde über Selbsttränken ständig Zugang zu frischem Wasser.  
3.1.6 Durchführung 
Zu Beginn der Feldversuche erfolgte die Aufnahmeuntersuchung. In dieser wurde die Eignung 
der Tiere dokumentiert und eine klinische Allgemeinuntersuchung durchgeführt.  
Die Erhebungen zum Gesundheitsstatus erfolgten unter den im Folgenden aufgelisteten 
Gesichtspunkten und den in Klammern angegebenen Spezifikationen: allgemeiner 
Gesundheitszustand (unauffällig/verändert), Morbidität (ja/nein), Gesamteindruck, (1=sehr gut, 
2=gut, 3=befriedigend, 4=schlecht), äußeres Erscheinungsbild und Verhalten und Vitalität 
(0=normal, 1=verändert). Atemfrequenz und Typ sowie Herzfrequenz wurden auskultatorisch 
mittels eines Lithmann-Stethoskops® bestimmt. Weiterhin wurde die Rau- und 
Kraftfutteraufnahme mit ja oder nein dokumentiert. Die innere Körpertemperatur wurde 
morgens rektal mit einem Digitalthermometer bestimmt und als unauffällig oder verändert mit 
Angabe in °C bewertet. Des Weiteren wurde der Kot adspektorisch und olfaktorisch auf Farbe, 
Geruch und Konsistenz untersucht und mit 0=normal oder 1=verändert beschrieben. Die 
erhobenen Parameter lehnten sich an den allgemeinen klinischen Untersuchungsgang 
(JAKSCH u. GLAWISCHNIK 1990) an. Weiterhin wurde die Widerristhöhe der Tiere mittels 
eines Stockmaßes und das Gewicht der Tiere direkt nach der Fütterung, bevor die Tiere bewegt 
wurden, bestimmt. Zeitgleich wurde der Body Condition Score (BCS) (KIENZLE u. SCHRAMME 
2004) jedes Pferdes ermittelt. 
Im weiteren Versuchsverlauf wurden Kontrolluntersuchungen durchgeführt. Zweimal täglich 
morgens um 07.00 Uhr direkt nach der Fütterung und abends um 19.00 Uhr wurden alle Tiere 
einer klinischen Allgemeinuntersuchung unterzogen. Die untersuchten Parameter entsprachen 
denen der klinischen Allgemeinuntersuchung der Aufnahmeuntersuchung. 
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Als Abschlussuntersuchung am letzten Studientag erfolgte zusätzlich zur klinischen 
Untersuchung erneut die Feststellung der Lebendmasse und eine Beurteilung des Body 
Condition Scores (KIENZLE u. SCHRAMME 2004). Die Parameter der klinischen 
Allgemeinuntersuchung entsprachen ebenfalls denen der Allgemeinuntersuchung der 
Aufnahmeuntersuchung. 
3.1.6.1 Dosierung und Gabe von EcN 
Der Ablauf der Versuche ist mit Angabe Applikations- und Beobachtungsphase und der 
Zeitpunkte von Probenentnahmen schematisch in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt. 
Versuch A 
Die Applikationsperiode dauerte 10 Tage, vom 1. bis zum 10. Versuchstag. Während dieser Zeit 
wurde allen Versuchspferden einmal täglich 150 ml Ponsocol® oder Puffersuspension 
verabreicht. Die Tiere der Verum-Gruppe erhielten über die Gabe von Ponsocol® 1 x täglich 150 
x 108 KbE EcN, die der Placebo-Gruppe erhielten die Puffersuspension ohne EcN (Abb. 1). 
Beide Gruppen erhielten die Suspension im Zusammenhang mit der Morgenfütterung um 
7.00 Uhr als Zusatz in den Hafer. 
Die Suspension wurde zusammen mit dem Hafer aus den Quetschampullen in den Trog 
gegeben und ohne zeitliche Verzögerung vollständig von den Pferden aufgenommen. 
Versuch B 
Die Applikationsperiode dieses Versuches gliederte sich in vier Phasen à 10 Tage. In den 
Phasen 2-4 erhielten die Versuchspferden eine im Vergleich zur vorherigen Phase gesteigerte 
Menge der Suspension. An den Tagen 11-20 wurden morgens 45 ml und abends 30 ml 
Ponsocol, an den Tagen 21-30 2 x täglich 75 ml Ponsocol, an den Tagen 31-40 2 x täglich 
125 ml Ponsocol und an den Tagen 41-50 2 x täglich 250 ml Ponsocol verabreicht. Die 
entsprechende Tagesdosis EcN war 75 x 108 KbE in Phase 1, 150 x 108 KbE in Phase 2, 
250 x 108 KbE in Phase 3 und 500 x 108 KbE in Phase 4. Die Gabe der Suspension erfolgte wie 
in Versuch A beschrieben.  
3.1.6.2 Probennahme für weitere Untersuchungen 
Alle Kotproben wurden jeweils direkt im Anschluss an die Morgenfütterung gewonnen. Lediglich 
die Entnahme der Nullprobe in Versuch A am ersten Versuchstag wurde unmittelbar vor der 
Morgenfütterung durchgeführt, da in diesem Versuch die Tiere bereits mit der ersten Fütterung 
die Studienmedikation erhielten. 
Kot 
An definierten Tagen (siehe Ablaufschemata der Abbildungen 1 und 2) wurden bei allen Tieren 
Kotproben gewonnen. Der Zeitpunkt der letzten Probennahme war maximal 20 Min. nach der 
Fütterung.  
Der Kot wurde mit handelsüblichen Einmal-Rektalhandschuhen aus den letzten 20 bis 30 cm 
der Ampulla recti entnommen. Auf den Gebrauch von Gleitmittel wurde verzichtet, die 
Handschuhe wurden lediglich mit sauberem Leitungswasser angefeuchtet. Direkt nach der 
Entnahme wurden letztere mit einem Knoten verschlossen und bis zur weiteren Aufarbeitung 
bei Raumtemperatur gelagert. 
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Die Kotproben dienten als Ausgangsmaterial für die folgenden Untersuchungen: Mikrobiologie, 
chemische- und molekularbiologische Untersuchungen, Trockensubstanz- und pH-Wert-
bestimmung. 
Futtermittel 
Zur Überprüfung der Qualität und Zusammensetzung wurde von jeder Charge des gefütterten 
Heus, Hafers und Strohs eine Probe von ungefähr 50 g aus verschiedenen Bereichen bzw. An-
teilen entnommen (NAUMANN u. BASLER 1988). Die Proben wurden in Gefrierbeutel verpackt, 
mittels Plastikclips verschlossen und bis zur Analyse bei -18° C eingefroren. 
3.1.6.3 Tiermaterial 
Versuch A 
Insgesamt wurden 12 adulte Warmblutpferde verwendet. Die teilnehmenden Stuten und 
Wallache wurden nach dem Zufallsprinzip gleichmäßig auf die beiden Behandlungsgruppen 
verteilt.  
In jeder Gruppe waren zwei Stuten und vier Wallache. Das mittlere Alter der Tiere betrug 9,8 ± 
5,0 Jahre, das mittlere Gewicht 652 ± 19,6 kg. Die Daten der einzelnen Tiere sind in Tabelle 4 
wiedergegeben. 
Tabelle 4: Charakterisierung der in Versuch A verwendeten Pferde 
Tiere 
Alter 
Gruppe  
Nr. Name 
[Jahre] 
Geschlecht Rasse 
1 Dalibor 14 Wallach Deutsches Reitpferd 
2 Ernst 13 Wallach Schweres Warmblut 
3 Mogambo 9 Wallach Deutsches Reitpferd 
4 Toni 12 Wallach Oldenburger 
5 Blondi 8 Stute Deutsches Reitpferd 
Verum 
6 Sissi 12 Wallach Oldenburger 
7 Waikiki 5 Wallach Deutsches Reitpferd 
8 Lothar 7 Wallach Deutsches Reitpferd 
9 Donald 11 Wallach Deutsches Reitpferd 
10 Orlando 12 Wallach Deutsches Reitpferd 
11 Silberfee 10 Stute Deutsches Reitpferd 
Placebo 
12 Aida 9 Stute Deutsches Reitpferd 
 
Versuch B 
An der Studie nahmen 6 adulte Pferde, zwei Stuten und vier Wallache teil. 
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Bei den Pferden handelt es sich um Warmblutpferde mit einem mittleren Alter von 12 ± 2,7 
Jahren und mit einem mittleren Gewicht von 512,3 ± 49,5 kg. Die Charakterisierung der Tiere ist 
in Tabelle 5 wiedergegeben. 
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Tabelle 5: Charakterisierung der in Versuch B verwendeten Pferde 
Alter Nr. Name 
[Jahre] 
Geschlecht Rasse 
1 Toni 14 Wallach Oldenburger 
2 Ernst 15 Wallach Schweres Warmblut 
3 Mogambo 9 Wallach Deutsches Reitpferd 
4 Stacey 11 Stute Deutsches Reitpferd 
5 Aphrodite 9 Stute Deutsches Reitpferd 
6 Sissi 14 Wallach Oldenburger 
 
Haltung der Tiere, versuchspezifische Besonderheiten 
Im Versuch A wurde die Hälfte aller Tier mit EcN behandelt. Die andere Hälfte erhielt das 
Placebo. Da es sich bei EcN um lebende und vermehrungsfähige Zellen handelt, wurden 
folgende Maßnahmen ergriffen um eine Übertragung der lebenden Keime auf die Tiere der 
Placebo-Gruppe zu vermeiden: 
• Die Tiere der Verum-Gruppe wurden in maximal möglicher Entfernung (70 m) von denen 
der Placebo-Gruppe aufgestallt (Abb. 3).  
• Während des Versuches wurden zuerst die Placebotiere und nachfolgend die Tiere der 
Verum-Gruppe gefüttert und mit Medikation versorgt. 
• Während des Reitens, an der Longe, vor der Kutsche bzw. während des Auslaufs wurde 
ein direkter Kontakt zwischen den Tieren beider Gruppen vermieden. 
• Ein direkter Kontakt zwischen den Tieren beider Gruppen wurde auch ansonsten, indem 
zum Beispiel die Pferde nicht gemeinsam geputzt wurden, vermieden. 
 
Einzelboxen               
Stallgang   
Einzelboxen          
Stallgang   
Einzelboxen               
Außenmaße 70 m x 22 m
 
  Einzelboxen mit Tieren der Placebo-Gruppe 
 
  Einzelboxen mit Tieren der Verum-Gruppe 
Abbildung 3: Schematischer Grundriss des Versuchstalles in Versuch A 
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3.2 Untersuchungs- und Analysenmethoden 
3.2.1 Materialien 
Die bei den jeweiligen Untersuchungen verwendeten Materialien sind mit Herstellerangaben, so 
sie nicht selber hergestellt wurden, im Anhang A wiedergegeben. 
3.2.2 Kotproben 
3.2.2.1 Mikrobiologische Untersuchungen 
Probenaufarbeitung 
Circa 100 g der entnommenen Einzelkotproben wurden auf einer Oberschalenwaage in Glas-
petrischalen abgewogen, danach mit einem passenden Deckel verschlossen und mit 
Gummiband gesichert. 
Der Zeitpunkt des Abwiegens lag im Mittel 30 Min. nach dem der Entnahme. Die Schalen 
wurden anschließend ins Institut für Bakteriologie und Mykologie zur Analyse transportiert. Der 
Transport in Transportboxen bei Raumtemperatur dauerte im Mittel 60 Min. 
Bei den mikrobiologischen Untersuchungen handelte es sich um die quantitative Keimzahlbe-
stimmung je Gramm Kot. Diese Untersuchungen wurden vom Institut für Bakteriologie und 
Mykologie der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig, An den Tierkliniken 29, 
04103 Leipzig durchgeführt. 
Für die quantitative Keimzahlbestimmungen wurden Verdünnungsreihen in 10-er-Schritten (10-2 
bis 10-8) der einzelnen Frischkotproben mit HM-Puffer angefertigt. 
Verschiedene Nährböden (siehe unten) wurden nachfolgend mit jeweils 0,01 ml der einzelnen 
Verdünnungsstufen betropft. Nach der Inkubation wurde die Keimzahl pro Gramm Kot nach der 
optischen Auszählung der spezifischen gewachsenen Kolonien über die Verdünnungsstufen zu-
rückgerechnet. 
Aerobe Bakterien  
Die oben genannten Verdünnungsstufen wurden unter sterilen Bedingungen auf Einfachagar 
mit 5%igem Zusatz Schafsblut ausgestrichen. Die Platten wurden 24 Stunden bei 37°C unter 
aeroben Bedingungen im Brutschrank inkubiert (KLEESSEN et al. 2003). 
Aerobe gramnegative Bakterien 
Die Bestimmung der aeroben gram-negativen Bakterien erfolgte in gleicher Weise wie die 
Bestimmung der Gesamtkeimzahl aerober Bakterien, allerdings wurde diesmal MacConkey-
Agar als Nährmedium verwendet (KLEESSEN et al. 2003).  
E. coli  
Platten mit MacConkey-Agar wurden mit je 0,1 ml der jeweiligen Verdünnungen beschickt. Die 
ausgestrichenen Platten wurden bei 37° C für 24 Stunden bebrütet und die gewachsenen 
Kolonien ausgezählt (KLEESSEN et al. 2003).  
Lactobacillen 
Zur Bestimmung der Lactobacillen wurde MRS-Agar (Lactobacillus-Agar nach De Man, Rogosa 
und Sharpe) verwendet, dieser wurde drei Tage bei 37°C aerob bebrütet.  
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3.2.2.2 Trockensubstanzbestimmung 
Probenaufarbeitung 
Jeweils 200 g jeder frisch entnommene Probe wurde im Mittel 30 Min. nach der Entnahme 
manuell (wobei bei der Entnahme stets neue Einmalhandschuhe verwendet wurden) in 
Gefrierbeutel verbracht, welche mittels Clips verschlossen und bis zur Analyse des 
Trockensubstanzgehalts bei  -18°C eingefroren wurden. 
Durchführung 
Die Trockensubstanzbestimmung wurde in der LUFA Sachsen-Anhalt, Schliepziger Str. 29, 
06120 Halle durchgeführt. 
Die Analyse erfolgte nach der beschriebenen Methode der Trockensubstanzbestimmung für 
Pferdedung (HOLLAND et al. 1998). 
3.2.2.3 Molekulargenetische Methoden 
Der spezifische Nachweis von EcN erfolgte in beiden Versuchen über molekulargenetische 
Methoden mittels PCR (MULLIS et al. 1992). 
Probenaufarbeitung 
In Versuch A wurde die PCR nach Zwischenkultivierung der frischen Kotproben durchgeführt. 
Die Kotproben in Versuch B wurden nach Aufarbeitung eingefroren und nachfolgend das aufge-
arbeitete Material sowohl direkt als auch nach Zwischenkultivierung mittels PCR auf das Vor-
handensein von EcN untersucht. 
Versuch A  
Der frische Pferdekot wurde im Institut für Institut für Bakteriologie und Mykologie der Veterinär-
medizinischen Fakultät der Universität Leipzig, An den Tierkliniken 29, 04103 Leipzig ungefähr 
90 Min. nach der Entnahme (3.1.6.2) mit HM-Puffer in 10-er-Schritten verdünnt (10-2 bis 10-8) 
und je Probe 2 Spots à 10 µl auf MacConkey-Agarplatten verbracht. Diese wurden 24 Std. bei 
37°C inkubiert. Zur weiteren Lagerung wurden die Platten bei +8°C gekühlt. 
Versuch B 
Zum Nachweis EcN-spezifischer DNA wurden je 10 g Kot (Probengewinnung siehe 3.1.6.2) auf 
einem sauberen Uhrglas mittels einer Oberschalenwaage eingewogen, danach mit 90 ml 
Peptonwasser-Tween 80®-Gemisch vermischt und anschließend 5 Min. geschüttelt. Für die 
Untersuchung nach Zwischenkultivierung wurden je 4 ml der Suspension in ein vorbereitetes 
Plastikröhrchen gefüllt, das 1 ml Glycerin enthielt, und nach dem Verschließen durch 
mehrmaliges Schwenken gut gemischt. Der 20 %ige Zusatz von Glycerin diente der 
Verhinderung von Eisnadeln, die die Zellen der Probe beim Einfrieren und Auftauen schädigen. 
Die Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei -18°C eingefroren.  
Die Aufarbeitung der Kotproben für den Nachweis des EcN mittels Direkt-PCR erfolgte wie im 
vorherigen Abschnitt beschrieben. Allerdings wurden die mit Peptonwasser-Tween 80®-
Gemisch versetzten Proben ohne Zusatz von Glycerin direkt in Portionen á 5 ml bis zur Analyse 
bei -18°C eingefroren. 
Herstellung Pepton-Tween 80®-Gemisch 
Jeweils 1 Liter eines Peptonwassergemisches (Konzentration 1g/l) wurde mit 2 Tropfen Tween 
80® versetzt und mittels eines Glasstabes gut vermischt. Jeweils 90 ml des Gemisches wurde 
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anschließend in autoklavierte 200 ml-Glaskolben verteilt, diese wurden mit doppelter Alufolie 
verschlossen und unmittelbar danach 6 Stunden bei 70°C erneut autoklaviert. Die so 
vorbereiteten Lösungen wurden bis zum Gebrauch kühl gelagert (+8°C) und nach maximal 10 
Tagen verbraucht. 
 
DNA-Isolierung aus Kotproben 
Durchführung 
Die weitere Aufarbeitung erfolgte in der Abteilung biologische Forschung, Laboratorium für 
mikrobiologische und serologische Forschung und Diagnostik, Loerfeldstr. 20, 58313 Herdecke, 
Deutschland. 
Die tiefgefrorenen Proben wurden bei Zimmertemperatur aufgetaut und durch Schwenken und 
Schütteln (Vortex) homogen durchmischt. Je 3 Ansätze mit 1 ml Probenmaterial wurden in 2 ml 
Eppendorfgefäße überführt und 8 Min. bei 14000 U/Min. zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgenommen und verworfen, das Proben-Sediment mit dem zu untersuchenden Zellmaterial 
wurde entweder sofort weiterverarbeitet oder bis zur Untersuchung bei -80°C gelagert.  
EcN-Kulturen für Positivkontrollen wurden aus frischen 10 ml Standard-I-Kulturen gewonnen. 
Diese waren mit Einzelkolonien beimpft und 16 Std. bei 37°C bebrütet worden. Die Keimzahl 
einer solchen Kultur liegt bei ungefähr 109 KbE/ml. Verdünnungsreihen in 10-er-Schritten 
wurden durch Zugabe von 500 µl der Kultur beziehungsweise der Verdünnungsstufe zu 4,5 ml 
sterilem Aqua dest. hergestellt. Die 10-3-Verdünnungsstufe enthält ungefähr 106KbE/ml. 
Zur weiteren Verarbeitung wurde zu einem der drei obigen Probenansätze (Positiv-Kontrolle) 
1ml der 10-3-Verdünnungsstufe zugesetzt, 5 Min. 14000 U/Min. und der Überstand verworfen. 
Die weiteren Schritte der DNA-Isolierung entsprachen der Anleitung der Firma Qiagen® (Hilden) 
unter Verwendung jeweils der halben Menge der dort angegebenen Materialien 
beziehungsweise Reagenzien.  
Zum Aufbrechen der Zellen wurden alle Proben (Positiv-Kontrolle und Nativproben) mit je 700 µl 
Lysis-Puffer ASL® (Qiagen, Hilden) versetzt und mit einer Impföse und Schütteln (Vortex) die 
Proben homogen durchmischt. Nach 5 Min. Lyse bei 95°C wurde die Probe erneut durchmischt 
(Vortex). Anschließend wurden größere Zellbestandteile 1 Min. bei 14000 U/Min. 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Der Überstand 
wurde erneut 15 Sek. gemischt (Vortex) und restliche größere Zellbestandteile 3 Min. bei 
14000 U/Min. zentrifugiert. Im verbleibenden Überstand befand sich die freie DNA. 
Um Inhibitoren der PCR zu binden, wurden je 600 µl des Überstandes in 2 ml Reaktionsgefäße 
überführt und nach Zugabe einer halben InhibitEX-Tablette® (Qiagen, Hilden) sofort geschüttelt 
(Vortex), bis sich die Tablette aufgelöst hatte (ca. 1 Min.). Zur Bindung von Inhibitoren an die 
Bestandteile der Tablette wurden die Ansätze 1 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. An die 
Bestandteile der Tablette gebundene Inhibitoren wurden 3 Min. bei 14000 U/Min. 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde erneut in neues Gefäß überführt und erneut 3 Min. bei 
14000 U/Min zentrifugiert. 
Zum Abbau störender Proteine wurden 7,5 µl Proteinkinase K® (Qiagen, Hilden) in ein neues 
1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und 100 µl des Überstandes zupipettiert. 100 µl Puffer AL® 
(Qiagen, Hilden) wurden zugefügt, 15 Sek. gemischt (Vortex) und danach für 10 Min. bei 70°C 
inkubiert.  
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Dieser Suspension wurden 100 µl Ethanol (96-100 %) zur Ausfällung der DNA zugefügt und 
durchmischt. Der gesamte Ansatz wurde nachfolgend auf QIAmp-Säulen® (Qiagen, Hilden) ge-
geben, welche auf einem 2 ml Sammelröhrchen stecken. Bei diesem Schritt lagerte sich die 
DNA an das Trägematerial (Selikagel) der Säulen. Die beladene Säule wurde verschlossen und 
1 Min. bei 14000 U/Min. zentrifugiert. Das Filtrat wurde danach verworfen. Durch Zugabe von 
250 µl AW1® -Puffer (Qiagen, Hilden) und nachfolgender Zentrifugation (1 Min. bei 14000 
U/Min.) wurden nicht gebundene Bestandeile der Probe aus der Säule gewaschen. Durch 
Zugabe von 250 µl AW2® -Puffer (Qiagen, Hilden) und erneuter Zentrifugation (3 Min. bei 14000 
U/Min.) wurden die restlichen nicht gebundenen Bestandeile der Probe aus der Säule 
gewaschen. Danach wurde die Säule auf ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gesetzt und 100 µl Puffer 
AE® (Qiagen, Hilden) aufgegeben, 1 bis 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert und dann 1 Min. 
bei 14000 U/Min. zentrifugiert. Bei dem Puffer AE® handelt es sich um einen Elutionspuffer der 
die DNA von der Säule ablöst. Das resultierende Eluat enthielt die DNA, die für die PCR 
eingesetzt wird. 
 
Probenaufarbeitung II mit Zwischenkultivierung 
Prinzip 
Bei dem Nachweis der EcN nach Zwischenkultivierung wurden die zu untersuchenden Proben 
auf MacConkey-Agar kultiviert und auf Blutagar subkultiviert, um eine eventuelle Kontamination 
durch Fremdmaterial auszuschließen. Das dabei gewachsene Enterobacteriacae-Kulturmaterial 
wurde abgenommen, suspendiert, verdünnt, thermisch lysiert und die dabei freigesetzte DNA 
anschließend mittels EcN-spezifischer-PCR untersucht. 
Durchführung 
Versuch A  
Der frische Pferdekot wurde im Institut für Bakteriologie und Mykologie der 
Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig, An den Tierkliniken 29, 04103 Leipzig 
ungefähr 90 Min. nach der Entnahme (s. 3.1.6.2.) mit HM-Puffer in 10er Schritten verdünnt (10-2 
bis 10-8) und je Platte 2 Spots à 10 µl auf Platten mit MacConkey-Agar verbracht. Diese wurden 
24 Std. bei 37°C inkubiert.  
Zur weiteren Lagerung wurden die Platten bei 8°C gekühlt. 
Die weitere Aufarbeitung erfolgte in der Abteilung biologische Forschung, Laboratorium für 
mikrobiologische und serologische Forschung und Diagnostik, Loerfeldstr. 20, 58313 Herdecke. 
Die Weiterverarbeitung der gekühlten Proben fand ab dem 03. September 2002 statt. Dabei 
wurde darauf geachtet, dass die Proben längstens 15 Tage bis zur Verarbeitung gelagert 
wurden. 
Dafür wurde das gesamte Kulturmaterial  eines Spots der Verdünnung 10 2  bzw. der 
Verdünnung 10 3  vollständig mit einer blauen Öse abgenommen und auf je eine Blutagarplatte 
ausgestrichen. 
Als schwach Positiv-Kontrolle wurde das Kulturmaterial der Verdünnung 10 2  einer Nullprobe 
von einem Placebotier vermischt mit Mutaflor (von MC-Agar) im Verhältnis 10:1 auf eine 
Blutagarplatte und als Positiv-Kontrolle wird Mutaflor® (Ardeypharm, Herdecke) (angezüchtet 
auf MC-Agar) ausgestrichen. 
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Nach einer Bebrütungszeit von 2 ¾ - 3 Std. bei 37°C wurden ca. 2/3 des dann jeweils zartge-
wachsenen Kulturmaterials von oben genannten Blutagarplatten per Öse abgenommen, in 2 ml 
sterilem Aqua dest. suspendiert und geschüttelt (Vortex). 
Aus dieser Suspension wurden jeweils 200 µl abgenommen, mit 200 µl sterilem Aqua dest. ver-
dünnt und 6 Min. bei 95°C thermisch lysiert. 
In diesem Lysat war die für die in der PCR eingesetzte DNA enthalten. 
Versuch B 
Die Aufarbeitung erfolgte in der Abteilung biologische Forschung, Laboratorium für mikrobio-
logische und serologische Forschung und Diagnostik, Loerfeldstr. 20, 58313 Herdecke. 
Die mit Glycerin versetzten aufbereiteten Kotproben wurden ab dem 15. Februar 2005 
bearbeitet. 
Die bis zum 17. Februar bei -18°C gelagerten Proben wurden ab 17. Februar 2005 bei -80°C 
eingefroren. Die zu untersuchenden Proben wurden unmittelbar vor Untersuchungsbeginn 
aufgetaut und homogenisiert. Von der aufgetauten Probe wurden 500 µl abgenommen und 
homogenisiert. Jeweils 2 x 25 µl wurden auf eine MacConkey-Platte (pro Probe zwei Ansätze, 
ergibt Doppelwerte) sowie zur Kontrolle 1 x 25 µl auf einen Blut- und Endoagar ausgestrichen.  
Die Agarplatten wurden bei 37°C ca. 20 Std. bebrütet. 
Das jeweils gesamte Kulturmaterial jedes Ausstrichs wurde einzeln von oben genannten 
MacConkey-Agar per Öse abgenommen und jeweils auf je einen neuen Blutagar ausgestrichen. 
Nach einer Bebrütungszeit von 2 ½ bis 3 ½ Std. (abhängig von der Keimzahl und Wachstums-
stärke) bei 37°C der oben genannten Blutagarplatten wurde das dann jeweils zart gewachsene 
Kulturmaterial per Öse abgenommen (ca. eine 10 µl-Öse voll) und in 1,5 ml sterilem Aqua dest. 
suspendiert. Die Suspension wurde dann gründlich gemischt (Vortex). 
Von diesen Suspensionen wurden jeweils 100 µl abgenommen und mit je 200 µl sterilem Aqua 
dest. verdünnt. 
Die Ansätze wurden 10 Min. bei 95°C im Thermoblock lysiert. Dieses Lysat enthielt die DNA, 
die in die PCR eingesetzt wurde.  
3.2.2.3.1 Polymeraseketten-Reaktion (PCR) 
Prinzip 
Für die Amplifizierung des gewünschten DNA-Abschnittes werden Oligonukleotide (Primer) ge-
wählt, deren Sequenz komplementär zu einer Sequenz am 3´-Ende von Strang und 
Gegenstrang des gewünschten Amplifikates ist. Nach Trennen des Doppelstranges bei 95°C 
legen sich die Primer bei der sequenzabhängigen Schmelztemperatur an ihre komplementären 
DNA-Abschnitte an und dienen einer thermostabilen DNA-Polymerase als Startpunkte für die 
Synthese eines neuen Gegenstranges in 5´→ 3´ Richtung. Durch Zugabe von 
Dinucleotidtriphosphaten (dNTPs) als Bausteine verlängert die Polymerase den jeweiligen 
Strang. Die so entstandenen neuen Doppelstränge werden geschmolzen und dienen als 
Matrize für eine weitere Gegenstrangsynthese. Durch Wiederholung dieser Schritte (je nach 
Polymerase 25-30 Wiederholungen) wird eine exponentielle Vermehrung des gewünschten 
DNA-Abschnittes erreicht. Die Standard-PCR (MULLIS et al. 1992) erfolgt in drei Schritten: 
Nach Denaturierung der DNA-Doppelstränge bei 95 °C folgt die Primer-Anlagerungsphase. 
Dies geschieht bei einer Temperatur, die sich nach der Schmelztemperatur der Primer richtet. 
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Anschließend erfolgt eine Erhöhung der Temperatur auf die für die Aktivität der DNA-
Polymerase optimale Temperatur, so dass die Gegenstrangsynthese stattfinden kann. 
Durchführung  
Der für den Nachweis der EcN-spezifischen DNA verwendete PCR-Ansatz wird, abgeleitet aus 
dem Namen Mutaflor®, unter dem EcN in der Humanmedizin vertrieben wird, als Muta-PCR be-
zeichnet, entsprechend die Primer als Muta-Primer. In Versuch A wurden die Primerpaare Muta 
5 / 6 und Muta 7 / 8 und in Versuch B zusätzlich das Primerpaar Muta 9 / 10 verwendet (Tabelle 
6). 
Tabelle 6: EcN-spezifische Primer 
Primerpaare Primersequenz Amplifikatgröße 
5´-AAC TGT GAA GCG ATG AAC CC-3´ Muta 5 
Muta 6 5´-GGA CTG TTC AGA GAG CTA TC-3´ 
361 kbB 
5´-GAC CAA GCG ATA ACC GGA TG-3´ Muta 7 
Muta 8 5´-GTG AGA TGA TGG CCA CGA TT-3´ 
427 kbB  
Muta 9 
Muta 10 
5´-GCG AGG TAA CCT CGA ACA TG-3´ 
5´-CGG CGT ATC GAT AAT TCA CG-3´ 
313 kbB  
 
Der Mastermix-Ansatz wurde mit dem Eppendorf-Enhancer-System® (Eppendorf, Hamburg) 
durchgeführt, der den Taq-Master®, den Taq-Puffer® und die Taq-Polymerase® liefert. Des 
Weiteren wurden noch die jeweiligen Primer und dNTPs, sowie Aqua dest. hinzugefügt. 
Je 25 µl des Mastermix-Ansatzes (Tabelle 7) wurden in PCR-Reaktionsröhrchen verteilt und mit 
2 µl der DNA-Aufarbeitung versetzt. Je nach eingesetzter DNA-Menge variiert die Menge an 
Aqua dest. die übrigen Anteile bleiben gleich. 
Tabelle 7: Mastermix-Ansatz der Muta-PCR 
Ansatz 
Bestandteil 
10x 20x 30x 40x 50x 
5 x Taq-Master 
(bei 60°C lösen) 
50 µl 100 µl 150 µl 200 µl 250 µl 
10 x Taq-Puffer 25 µl 50 µl 75 µl 100 µl 125 µl 
dNTP´s, 2.5mM 20 µl 40 µl 60 µl 80 µl 100 µl 
Primer (0,5 µg/µl) Je 5 µl Je 10 µl Je 15 µl Je 20 µl Je 25 µl 
Aqua dest. 115 µl 230 µl 345 µl 460 µl 575 µl 
Taq-Polymerase 5 µl 10 µl 15 µl 20 µl 25 µl 
 
Die Amplifizierung der PCR-Ansätze erfolgte im Mastercycler (Tabelle 8). Bei der Direkt-PCR 
wurde das Programm mit 40 Zyklen (Programm MUTA 40 und bei der PCR nach Zwischen-
kultivierung in jeweils 30 Zyklen (Programm MUTA 30) gefahren. Dabei wurde der 1. Denaturie-
rungsschritt nur einmal zu Beginn des Programms gefahren, die übrigen drei Schritte stellen 
den Zyklus der PCR dar. 
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Tabelle 8: Ablauf der PCR im Mastercycler 
Programmsequenz  Temperatur Programmlänge 
1. Denaturierung 95oC 3 Min. 
Denaturierung 95oC 45 Sek. 
Anlagerung 60oC 45 Sek. 
Verlängerung 72oC 45 Sek. 
3.2.2.3.2 Elektrophorese  
Prinzip  
DNA-Fragmente werden in der Agarosegel-Elektrophorese nach ihrer Größe aufgetrennt. Bei 
angelegter elektrischer Spannung bewegen sich DNA-Fragmente in Abhängigkeit von ihrer 
Größe und Ladung unterschiedlich schnell innerhalb des Agarosegels.  
Anhand einer Referenz-DNA bekannter Größe (Marker) lässt sich die Länge unbekannter DNA-
Fragmente bestimmen. Da die Größe der EcN-spezifischen-PCR-Produkte bekannt ist, können 
sie auf diese Weise identifiziert werden.  
Nach abgeschlossener Elektrophorese werden die Gele mit Ethidiumbromid gefärbt. Ethidium-
bromid lagert sich zwischen die Basenpaare der DNA und leuchtet bei Bestrahlung mit UV-
Licht. Auf diese Weise können DNA-Banden sichtbar gemacht werden.  
Durchgeführtes Protokoll 
Die Elektrophorese wurde mit dem Elektrophorese-Gel System durchgeführt (Eppendorf, 
Hamburg). 
Ein 2 %iges Elektrophorese-Gel wurde nach Herstelleranweisung in die Elektrophoresekammer 
eingesetzt und zunächst mit Kamm bei 60 V und 28 mA für 1,5 Min. unter elektrische Spannung 
gesetzt. 
Danach wurde der Kamm entfernt und in jede Kammer 10 µl Aqua dest. eingefüllt. In die erste 
Kammer wurde der Größenmarker, in die weiteren Kammern je 10 µl der verschiedenen PCR-
Versuchsansätze eingefüllt. 
Die Elektrophorese wurde bei 60 V und 28 mA durchgeführt. Bei Versuch A betrug die Dauer 40 
Min. und bei Versuch B 50 Min. Das entstandene Produkt wurde nach Anfärbung unter UV-Licht 
fotografiert. 
3.2.2.4 Chemische und biochemische Untersuchungen  
Die klinisch-chemischen Untersuchungen wurden in den entnommenen Kotproben 
hergestelltem Kotwasser durchgeführt. 
3.2.2.4.1 Herstellung von Kotwasser 
Prinzip 
Der frische Kot wird 1:1 mit Aqua dest. versetzt, inkubiert und zentrifugiert. Der dabei 
entstandene Überstand wird als Kotwasser bezeichnet. 
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Durchgeführtes Protokoll 
Zur Herstellung von Kotwasser wurde im Mittel 30 Min. nach der Entnahme 40 g frisch entnom-
menem Pferdekot mittels eines Plastiklöffels aus dem Rektalhandschuh entnommen, in einem 
gläsernen Becherglas auf 40 g eingewogen und 1:1 mit Aqua dest. (40 g) versetzt. Dieses Ge-
misch wurde mit einem Uhrglas verschlossen für 60 Min. bei Zimmertemperatur inkubiert 
(ZEYNER et al. 1992). 
Im Anschluss an die Wartezeit wurde das angesetzte Kot-Wasser-Gemisch 10 Min. bei 4000 
U/Min. zentrifugiert. Jeweils 1 ml des wässrigen Überstand wurde möglichst feststofffrei für die 
Bestimmung des Ammoniaks, der flüchtigen Fettsäuren und des L-Lactats mittels 1 ml  Einmal-
pipetten entnommen, in 1,5 ml Eppendorfgefäße verbracht und sofort bei -20°C eingefroren. 
3.2.2.4.2 Bestimmung von L-Lactat 
Prinzip 
(1) Für die Bestimmung des L-Lactat wurde die Extinktionsveränderung nach enzymatischer 
LDH-katalysierter Dehydrierung von Lactat zu Pyruvat gemessen. Bei dieser Reaktion wird 
NAD+ zu NADH reduziert und bietet so den Indikator für die photometrische quantitative 
Erfassung des Umsatzes (HOHORST u. BERGMEYER 1970;  GAWEHN 1984).  
(2) Damit die Reaktion vollständig abläuft, wird durch eine gekoppelte Hilfsreaktion das 
gebildete Pyruvat mit der Glutamat-Pyruvat-Transaminase und L-Glutaminsäure aus dem 
Reaktionsgleichgewicht entfernt. 
 (1)  L-Lactat + NAD+    !  + Lactatdehydrogenase !     Pyruvat + NADH + H+ 
 (2)  Pyruvat  + L-Glutamat  !  + Glutamat-Pyruvat-Transaminase ! L-Alanin + α-
Ketoglutarat 
Durchgeführtes Protokoll 
Vor der Lactatbestimmung wurden die Proteine mit Perchlorsäure ausgefällt. Für den 
Reaktionsansatz wurden Halbmikro-Einwegküvetten verwendet, die 0,950 ml Glycylglycin-
Puffer mit pH 10 (0,6 M) und L-Glutaminsäure (0,1 M) (im Puffer enthalten mit 0,100 ml NAD+  
(52 mM) und 0,010 ml Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) zu einem Probenvolumen von 
0,050 ml hinzugefügt wurden. Nach dem Mischen wurde gegen den Leerwert (Wasser statt 
Probe) bei 340 nm im Photometer gemessen (= E0). 
Danach wurden 0,010 ml L-Lactatdehydrogenase (LDH)Lösung zugegeben, gemischt und 
erneut im Photometer bei 340 nm gemessen (= E1). Nach 30 Min. wurde E2 gemessen. 
Berechnung von L-Lactat: 
 ∆ EL-Lactat = E2 - E1 
 Konzentration = (∆ E * V  * 1000) / (ε * d * v)   [mmol/l] 
 V = Küvettenvolumen 1000 = Umrechnungsfaktor 
 v = Probenvolumen Ε =
 D = Schichtdicke  
Extinktionskoeffizient  
(für NAD+ bei 340 nm = 6,3 cm2  * µmol-1) 
Tiere, Material und Methoden 
 
 
Seite 35 
3.2.2.4.3 Ammoniak 
Prinzip 
Die Probe wird mit Wasser extrahiert, die Lösung geklärt und filtriert. Die flüchtigen stickstoff-
haltigen Basen werden nach Zusatz von Kaliumcarbonatlösung durch Mikrodiffusion 
abgetrennt, in einem Glasröhrchen aufgefangen und mit Schwefelsäure titriert. 
Durchgeführtes Protokoll  
Die Ammoniakbestimmung erfolgte in Anlehnung an das Mikrodiffusionsverfahren nach 
CONWAY (1962), VDLUFA-Vorschriften, Methodenbuch Band III, 4.8.1, amtliche Methode. 
3 g des Kotwassers wurden in einem Schiffchen mit Aqua dest. in einen 500 ml-
Langhanskolben gespült und einige Tropfen Tashiro-Mischindikator zugegeben. Als Vorlage 
wurden 25 ml Borsäure (1 %ig) verwendet. 
Das Rohr des Kühlers des Destillationsapparates wurde in die Vorlage eingetaucht. 3 g 
Magnesiumoxid wurden in den Destillationskolben verbracht und dieser sofort mit der Apparatur 
verbunden. 
Durch vorsichtiges Erhitzen mit der Flamme des Bunsenbrenners wurde das Ammoniak 
innerhalb von 20 Min. abdestilliert. Die Vollständigkeit des Abdestillierens wurde mit 
Lackmuspapier überprüft. Anschließend wurde mit Salzsäure n/50 (0,01n) bis zum Umschlag 
des Indikators nach purpurrot titriert.  
Berechnung von Ammoniak: 
 1 ml n/50 HCl = 0,34 mg NH3  
 Volumen ml n/50 HCl der Probe - Volumen ml n/50 HCl des Blindwertes (Borsäure) = V1 
 % NH3 =  V1 * 0,034 / Einwaage 
3.2.2.4.4 pH-Wert 
Prinzip 
Bei der potentiometrischen Bestimmung des Säuregehalts wird die pH-Abhängigkeit des 
Redoxpotentials genutzt. Für die pH-Wert-Messung wird eine Messelektrode (eine Halbzelle, 
deren Redoxpotential vom pH-Wert abhängt) und eine Bezugselektrode (eine Halbzelle, deren 
Redoxpotential vom pH-Wert unabhängig ist) benötigt. Als Messelektrode wird eine 
Glaselektrode verwendet. Ihre Wirkungsweise beruht darauf, dass sich zwischen einer Lösung 
mit konstanter Oxonium-Ionen-Konzentration (Puffer) im Inneren der Elektrode und der 
Messlösung ein Redoxpotential ausbildet, das vom pH-Wert der Messlösung abhängt. Getrennt 
sind beide Lösungen durch eine dünne Glasmembran. Der pH-Wert lässt sich mit Hilfe der 
Nernstschen Gleichung berechnen. Bei den pH-Messgeräten sind die Mess- und die 
Bezugselektrode zu einem Bauteil vereint. Eine solche Anordnung bezeichnet man als 
Einstabmesskette. 
Durchgeführtes Protokoll 
Zur pH-Wert-Messung kam ein elektronisches Einstabmessgerät zum Einsatz. Für eine 
Kalibrierung im sauren Bereich werden zwei Pufferlösungen mit pH 7.01 und pH 4.01 benötigt. 
Diese Kalibrierung wurde vor jeder Messung durchgeführt. Die Messung wurde in dem Kot-
Wasser-Gemisch vor der Zentrifugation durchgeführt. Vor der Messung wurde das Kot-Wasser-
Gemisch eine Stunde inkubiert (ruhig stehend). Für die Messung wurde die Sonde des pH-
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Meters bis zur vollständigen Bedeckung des Diaphragmas der Referenzelektrode in die 
Suspension eingetaucht, bis ein stabiler pH-Wert gemessen wurde. Danach wurde die Sonde 
mit Aqua dest. gründlich gespült. 
3.2.2.4.5 Short chain fatty acids (SCFA)  
Prinzip  
Die Quantität und Qualität der SCFA wurden sowohl in Versuch A, wie auch Versuch B mittels 
gaschromatographischer Bestimmung ermittelt. 
Bei dieser Bestimmung wird die Probe mit einem Trägergas vermischt und verdampft. Ein Teil 
des Gemisches wird in die Säule injiziert, wo die in der Probe enthaltenen Fettsäuren in polare 
Wechselwirkungen mit der Säulenwand treten. Die Fettsäuren, deren Wechselwirkungen mit 
der stationären Phase am geringsten sind, werden zuerst die Säule wieder verlassen.  
Die Quantität der Säuren wird dann bei ihrem Austritt mittels eines 
Flammenionisationsdetektors, der die Leitfähigkeitsänderungen innerhalb des Gasstroms misst, 
registriert. Die Qualität der Säuren wird anhand ihrer Retentionszeit (Rf-Wert) bestimmt. 
Abweichungen in den Methoden werden bei ZEYNER et al. (2004) beschrieben und verglichen. 
Durchgeführtes Protokoll  
Zur Bestimmung der flüchtigen Fettsäuren wurde das eingefrorene Kotwasser jeweils 24 Std. 
vor der Aufbereitung  bei Zimmertemperatur aufgetaut. 
Versuch A 
200 µl des aufgetauten Kotwassergemisches wurden mit 25 µl internem Standard (4-Methyl-
valeriansäure in Aqua dest. und 280 µl Perchlorsäure (0.36 mol/l)) versetzt und 30 Sek. 
geschüttelt (Vortex). Danach wurden 270 µl Natronlauge (1.00 mol/l) hinzugegeben, wieder 30 
Sek. intensiv gemischt (Vortex) und anschließend 15 Min. bei 15,000 g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde für 12 Std. bei -80°C lyophilisiert. 
Zu dem lyophilisiertem Material wurden 100 µl Ameisensäure  (5.00 mol/l) und 400 µl Aceton  
hinzugegeben. Die Mischung wurde dann 20 Sek. gemischt (Vortex) und für 10 Min. bei 15,000 
g zentrifugiert. Der Überstand wurde in Gaschromatographie-Probenröhrchen  übertragen und 
bei -25°C bis zur Messung eingefroren. 
Bei dem verwendeten Gaschromatographen handelt es sich um den VARIAN 39XL (Varian 
Deutschland GmbH, Darmstadt). Die Datenaufnahme erfolgt über PC mittels Star Workstation 
5.0. 
Versuch B 
Das aufgetaute Kotwasser wurde 5 Min. bei 2000 g zentrifugiert. 500 µl des Überstandes 
wurden mit 50 µl innerem Standard (500 mg 4-Methylvaleriansäure gelöst in 100 ml 
Ameisensäure ca. 70%ig) durch Schütteln vermischt. Die Probenlösung wurde danach erneut 5 
Min. bei mindestens 2000 g zentrifugiert. Vom Überstand wird 1,0 µl in den Injektor eingespritzt. 
Bei dem verwendeten Gaschromatographen handelt es sich um den SHIMADZU 17 A mit 
Flammenionisationsdetektor (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Die Datenaufnahme 
erfolgte über PC mittels SHIMADZU CLASS VP, Version 4.2. 
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3.2.3 Futtermittel 
3.2.3.1 Trockensubstanz-Bestimmung 
Prinzip 
Die Probe wird unter definierten Bedingungen getrocknet und der Gewichtsverlust ermittelt. Bei 
festen Futtermitteln mit einem hohen Feuchtigkeitsgehalt ist eine zusätzliche Vortrocknung er-
forderlich. 
Durchgeführtes Protokoll 
Die Trockensubstanz wurde in Anlehnung an die VDLUFA-Vorschriften, Methodenbuch Band 
III, 3.1 bestimmt. 
Direkt vor der Bestimmung wurden die leeren Aluminiumschalen 1 Std. bei 105°C im Trocken-
schrank getrocknet und nach dem Abkühlen im Exsikkator (30-40 Min.) mittels einer Analysen-
waage gewogen. Anschließend wurde das Probenmaterial in einer Mühle mit Siebgröße 1 mm 
gemahlen. Etwa 3 g der gut durchmischten und gemahlenen Probe wurden in Wägegläschen 
eingewogen (Analysenwaage) und das offene Wägegläschen 3 Std. bei 105°C getrocknet. 
Nach der Trocknung wurden die Gläschen direkt verschlossen und im Exsikkator abgekühlt. 
Danach erfolgte die Auswiegung. 
Über folgende Formel erfolgte die Berechnung der absoluten Trockensubstanz:  
% Trockenmasse = Auswaage * 100 / Einwaage 
3.2.3.2 Rohasche-Bestimmung 
Prinzip 
Die Probe wird verglüht, wobei das Gewicht der Probe vorher und nachher bestimmt wird. 
Durchgeführtes Protokoll 
Die Rohasche wurde nach den VDLUFA-Vorschriften, Methodenbuch Band III, 8.1, bestimmt. 
Die verwendeten Veraschungstiegel wurden etwa 30 Min. bei 105°C im Trockenschrank 
getrocknet und nach dem Abkühlen im Exsikkator nach etwa 30 Min. mittels einer 
Analysenwaage gewogen. Von der Probe wurden 3-5 g eingewogen und in die vorgetrockneten 
Porzellantiegel verbracht. Die Tiegel wurden mit Deckel verschlossen und 6-7 Std. im 
Muffelofen bei 600°C geglüht. Nachdem die Asche 1 Std. im Exsikkator abgekühlt wurde, wurde 
sie erneut ausgewogen. 
Über folgende Formel erfolgte die Berechnung der Rohasche:  
% Asche in der Lufttrockenmasse = Auswaage * 100 /  Einwaage 
3.2.3.3 Rohfett-Bestimmung 
Prinzip  
Die Probe wird heiß mit Salzsäure hydrolysiert. Die Lösung wird abgekühlt und filtriert. Der ge-
waschene und getrocknete Rückstand (das Fett) wird mit Diethyläther extrahiert. Das Lösungs-
mittel wird abdestilliert und der Ätherextrakt getrocknet und gewogen. 
Durchgeführtes Protokoll 
Die Rohfettbestimmung mit Salzsäure-Aufschluss erfolgte in Anlehnung an die VDLUFA-Vor-
schriften, Methodenbuch Band III, 5.1.1., B. Durch die vorherige Behandlung der Trockenmasse 
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mit 60 ml konzentrierter Salzsäure auf 3 g Trockensubstanz wird bei der durchgeführten 
Hydrolyse auch das intrazelluläre Fett miterfasst.  
Die übrige Bestimmung erfolgt gemäß den Vorschriften. 3 g Trockenmasse wurden in ein 400 
ml - Becherglas mittels einer Oberschalenwaage. Die nach Einwaage und Trockensubstanz 
geschätzte Wassermenge der Probe wurde mit Aqua dest. auf 100 ml ergänzt. Dazu wurden 60 
ml konzentrierte Salzsäure (4n) hinzugefügt. 
Das Becherglas wurde mit einem Uhrglas abgedeckt, und unter häufigem Umrühren mit einem 
Glasstab wurde die Flüssigkeit langsam zum Sieden erhitzt und 30 Min. gekocht. Anschließend 
wurde mit ca. 100 ml heißem Aqua dest. das Uhrglas abgespült und damit gleichzeitig die 
Flüssigkeit im Becherglas verdünnt. Noch heiß wurde die Suspension durch zwei 
ineinandergelegte feuchte Analysenfilter (mittelporig, rot) filtriert. 
Becherglas und Analysenfilter wurden so lange mit heißem Aqua dest. ausgewaschen, bis die 
Säure beseitigt war (wurde mit Indikatorpapier geprüft). 
Nach dem Abtropfen wurde der Filter trocknen gelassen (über Nacht) und in eine 
Extraktionshülse verbracht, welche mit einem Wattebausch bedeckt wurde. Dann wurde diese 
für 2 Std. bei 95°C getrocknet. Vorher wurden zum Soxtec-Gerät (Perstorp Chemicals, 
Arnsberg) gehörende Alubecher 30-60 Min. bei 100°C im Trockenschrank  getrocknet, im 
Exsikkator abgekühlt und gewogen. Die Fettextraktion erfolgte im Soxtec-Gerät. 
Nach Beendigung der Extraktion (Dauer ca. 5 Std.) wurde der Ether abdestilliert und der Becher 
mit dem Extrakt gewogen (W1). Danach wurde der Becher 2 Std. im Trockenschrank bei 95°C 
getrocknet, im Exsikkator abgekühlt und erneut gewogen (W2). 
Berechnung des Gesamtfettgehalts in lufttrockener Substanz: 
 Auswaage = (Alubecher + Extrakt)  Alubecher leer 
 Auswaage x 100  
 
% Gesamtfett =
Einwaage  
3.2.3.4 Rohfaser-Bestimmung 
Prinzip 
Die Probe wird nacheinander mit kochender Schwefelsäure und mit kochender Kaliumhydroxid-
lösung bestimmter Konzentrationen behandelt. Der Rückstand wird durch Filtration mittels 
Fibertec abgetrennt, gewaschen, getrocknet, gewogen und verascht. Der Gewichtsverlust bei 
dieser Veraschung entspricht der Rohfaser der Einwaage. 
Durchgeführtes Protokoll 
Die Rohfaser wurde gemäß den VDLUFA-Vorschriften, Methodenbuch Band III, 6.1.1. nach der 
Weender Methode mittels Fibertec, bestimmt. 
Die Analyse erfolgte nach den Vorschriften zur Bestimmung von Rohfett mittels Fibertec mit 1,0 
g Futtermittel als Einwaage und unter Verwendung von 0,128 m Schwefelsäure (= 13,07 g 96 
%ige H2SO4 / l), 0,228 m Kaliumhydroxidlösung (= 12,51 g KOH / l), Nonylalkohol und Aceton. 
Der Tiegel mit dem Filtrationsrückstand wurde danach 2-3 Std. bei 105°C im Trockenschrank 
getrocknet und gewogen (W1). Danach wurden die Proben 2-3 Std. im Muffelofen bei 550°C 
verascht und erneut gewogen (W2). 
Berechnung der Rohfaser: 
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 (W1  - W2 ) * 100  
 
% Rohfaser = Einwaage  
3.3  Statistische Auswertung 
Zur biostatistischen Datenauswertung wurde das Software-Programm SPSS (Version 13.0, 
Statistik GmbH, München) benutzt. Neben der deskriptiven Darstellung der Ergebnisse erfolgte 
deren varianzanalytische Auswertung.  
Dazu wurde im Vorfeld die Verteilung der Daten mittels Kolmogorov-Smirnov-Test und die 
Varianzhomogenität über den Levene-Test geprüft und im Ergebnis einer Verteilungskorrektur 
(inverse Sinustransformation) unterzogen.  
In Versuch A waren die Daten aller Pferde vorab auf ein einheitliches Ausgangsniveau korrigiert 
worden. In diesem Versuch wurden die Haupteffekte Versuchsbehandlung (Verum vs. Placebo) 
und der Versuchstag getestet.  
Als Haupteffekte in Versuch B wurden die Dosierungsstufe und der hierarchisch unter die 
jeweilige Stufe placierte Versuchstag (Versuchstag je Stufe) definiert. Eine Prüfung der 
chronologisch gereihten Versuchstage wurde gesondert vorgenommen.  
Multiple Mittelwertvergleiche erfolgten über den Student-Newman-Keuls-Test.  
Das Streuungsmaß s wurde als Reststreuung aus der Varianzanalyse ausgewiesen.   
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4 Ergebnisse  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden im Folgenden dargestellt und lassen sich in die 
Bereiche Untersuchungen der Tiere, biochemische bzw. mikrobiologische Untersuchungen von 
Kot und Kotwasser und in den Nachweis von EcN unterteilen.  
4.1 Untersuchungen der Tiere 
4.1.1 Klinische Parameter 
Bei den Untersuchungen der klinischen Parameter (3.1.6) ergaben sich keine Abweichungen 
von den physiologischen Referenzwerten. Die genauen Ergebnisse sind in Anhang E bis G 
wiedergegeben. 
4.1.2 Lebendmasseentwicklung  
In beiden Versuchen wurden alle Tiere am 1. und letzten Tag gewogen. Bei Versuch A war der 
letzte Versuchstag Tag 25 bei Versuch B Tag 65. 
Im Versuch A betrug die mittlere Masse aller Tiere 652,1 kg. Das leichteste Tier wog 623 kg, 
das schwerste 684 kg. Im Verlauf des Versuches verringerte sich die durchschnittliche Masse 
sowohl der Verum- als auch der Placebo-Gruppe. Die Abnahme betrug durchschnittlich 10,7 kg 
bzw. 4,4 kg. Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle VI im Anhang wiedergegeben. 
Im Versuch B war die Masse der Pferde bei Beginn im arithmetischen Mittel 512,3 kg. Das 
leichteste Tier wog 445 kg, das schwerste 579 kg. Am Ende des Versuches, nach 65 Tagen, 
betrug die Masse im arithmetischen Mittel 588,8 kg. Das leichteste Tier wog 534 kg, das 
schwerste 682 kg. Die durchschnittliche Massezunahme betrug 76,5 kg. Die genauen Angaben 
sind in Tabelle VII im Anhang aufgezeichnet. Die weiteren Ergebnisse der Berechnungen sind 
in Tabelle 9 dargestellt. 
Tabelle 9: Lebendmasse, Arithmetisches Mittel mit Standardabweichung 
Tag 1 Tag 25 Versuch Gruppe 
Masse [kg] Masse [kg] 
A Verum 654,7 ± 18,6 650,5 ± 21,4 
A Placebo 649,5 ± 21,9 644,0 ± 24,8 
B Tier 1 - 6 (Verum) 512,3 ± 49,5 588,8 ± 51,2 
4.1.3 Body-Condition-Score  
Der BCS der Tiere wurde im Zusammenhang mit der Lebendmasseerfassung der Tiere in der 
Aufnahme- und Abschlussuntersuchung an Tag 1 und 25 (Versuch A) bzw. 65 (Versuch B) 
bestimmt. 
Bei Versuch A betrug der mittlere BCS der Tiere bei der Aufnahmeuntersuchung 5,3, wobei das 
Pferd mit dem niedrigsten BCS mit 4 und das mit dem höchsten mit 7 beurteilt wurde.  
Im zweiten Versuch (B) wurde der BCS an den Versuchstagen 1 und 65 bestimmt. Er lag am 
Versuchstag 1 im Mittel bei 3,5. Der niedrigste ermittelte Wert war 2 und der höchste 5. Am Tag 
65 lag er im Mittel bei 4,2. Der niedrigste ermittelte Wert lag bei 2 und der höchste bei 5. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 10 dargestellt. 
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Tabelle 10: Arithmetisches Mittel der Body-Condition-Scores der Versuche A und B mit 
Standardabweichung 
Tag 1 Tag 25 Versuch Gruppe 
BC [Score] BC [Score] 
A Verum 5,0 ± 1,1 5,0 ± 1,1 
A Placebo 5,3 ± 0,8 5,3 ± 0,8 
B Tier 1 - 6 (Verum) 5,5 ± 1,4 6,2 ± 1,0 
 
4.2 Kot- und Kotwasseranalyse 
Die Ergebnisse der Kotwasser- und Kotanalysen beider Versuche sind im Folgenden 
beschrieben und zusammen mit den statistischen Auswertung in den Tabellen 11 (Versuch A) 
und 12 (Versuch B) dargestellt. 
Tabelle 11: Kotwasser- und Kotanalyse, Arithmetisches Mittel der Trockensubstanz, des pH-
Wertes, der Konzentrationen an Ammoniak, L-Lactat und der kurzkettigen 
Fettsäuren je Gruppe und aller Tiere je Versuchstag sowie Reststreuung der 
Varianzanalyse aller Werte aus Versuch A 
T pH NH4+  L-Lactat SCFA  Versuch A 
[%]  [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] 
Versuchsgruppe: Verum 22,31 6,78 4,89 0,41 31,02b 
 Placebo 22,29 6,88 5,24 0,55 29,89a 
Versuchstag: 1 21,68 6,83 4,94a 0,60 24,35b 
 3 22,84 6,67 7,71a 0,62 30,21ab 
 6 24,54 6,78 4,44b 0,50 23,38b 
 11 21,42 6,70 4,81b 0,44 24,60b 
 13 21,72 6,84 4,41b 0,39 23,47ab 
 16 21,16 6,89 4,44b 0,46 31,09ab 
 21 21,57 6,92 4,55b 0,36 27,28ab 
 25 23,17 7,00 4,77b 0,46 33,01a 
±s  2,688 0,281 - - - 
Zahlen mit unterschiedlichen hochgestellten Kleinbuchstaben: haben unterschiedliche 
Mittelwertsdifferenzen mit p < 0,05 in Bezug auf Zahlen mit anders lautenden hochgestellten 
Kleinbuchstaben 
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Die Tabelle 12 zeigt die Ergebnisse der Kotwasser- und Kotanalysen des Versuch B mit den 
statistischen Auswertungen. 
Tabelle 12: Kotwasser- und Kotanalyse, Arithmetisches Mittel der Trockensubstanz, des pH-
Wertes, der Konzentrationen an Ammoniak, L-Lactat und der kurzkettigen 
Fettsäuren aller Tiere je Versuchstag sowie Reststreuung der Varianzanalyse 
aller Werte aus Versuch B 
pH NH4+ L-Lactat SCFA Versuch B 
 [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] 
2 6,75 3,60 0,21 11,56 
5 6,98 3,18 0,12 10,80 
10 6,99 3,67 0,07 5,70 
12 6,94 3,23 0,07 7,00 
15 6,79 2,78 0,08 6,17 
20 6,82 2,90 0,07 14,42 
22 6,76 2,53 0,06 6,93 
25 6,54 2,79 0,06 7,89 
30 6,71 2,67 0,06 7,25 
32 6,68 2,98 0,05 7,17 
35 6,38 2,59 0,18 8,01 
40 6,66 3,57 0,19 7,78 
42 6,49 2,43 0,14 11,25 
45 6,44 4,12 0,11 5,28 
50 6,57 2,79 0,06 9,89 
52 6,52 2,00 0,04 6,22 
55 6,91 1,66 0,04 4,98 
60 6,87 2,35 0,07 4,86 
Versuchstag: 
65 6,64 2,23 0,09 8,08 
±s  0,383 - 0,055 6,606 
 
4.2.1 Trockensubstanzgehalt  
Der Trockensubstanzgehalt des Kotes wurde nur im Versuch A bestimmt (Anhangs-Tab. XII). Er 
betrug im Mittel 22,26 % ± 2,79 %. Der geringste Trockengehalt wurde mit 15,09 % bestimmt, 
der höchste mit 33,46 %. ermittelt. Die Veränderungen im Versuchsverlauf zeigten einen 
statistisch signifikanten (p < 0,05) Einfluss der Versuchstage. Die Zugehörigkeit zu einer der 
beiden Versuchgruppen blieb ohne nachweislichen Einfluss.  
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4.2.2 pH-Wert 
Die im Kotwasser ermittelten pH-Wert lagen im Versuch A (Anhangs-Tab. XI) bei 6,83 ± 0,29. 
Die Spanne der Werte lag zwischen 6,18 und 7,42. Ein Einfluss der Versuchsgruppe oder des 
Versuchstag auf die gemessenen pH-Werte konnte nicht nachgewiesen werden.  
Im Versuch B (Anhangs-Tab. XIX) lag der pH-Wert bei 6,71 ± 0,40. Der geringste Wert lag bei 
5,74 und der höchste bei 7,65. Die Zugehörigkeit zu den verschiedenen Versuchstage und 
Dosierungen blieb ohne nachweislichen Einfluss. 
4.2.3 L-Lactat 
Die Ergebnisse von Versuch A (Anhangs-Tab. VIII) ergaben eine mittlere L-Lactat-
Konzentration im Kotwasser von 0,48 ± 0,36 mmol/l. Im Versuch B (Anhangs.-Tab. XVII) wurde 
ein mittlerer Wert von 0,09 ± 0,05 mmol/l bestimmt. Die minimale Konzentration lag in beiden 
Versuchen unterhalb der Nachweisgrenze (0,00 mmol/l). Als maximale Konzentration wurden in 
Versuch A 2,54 mmol/l und in Versuch B 0,35 mmol/l Kotwasser bestimmt. Weder die 
Versuchsgruppe noch der Versuchstag hatten einen statistisch signifikanten Einfluss auf die 
Ergebnisse.  
4.2.4 Ammoniak 
Die Ergebnisse der Ammoniak-Bestimmung ergab im Versuch A (Anhangs-Tab. IX) eine 
mittlere Konzentration von 5,06 ± 2,49 mmol/l. Im Versuch B (Anhangs-Tab. XVIII) lag dieser 
Wert bei 2,85 ± 0,61 mmol/l. Die ermittelten Minima und Maxima waren im Versuch A 1,02 bzw. 
13,13 mmol/l und im Versuch B 0,95 bzw. 6,70 mmol/l.  
Im Versuch A wurde ein statistisch signifikanter Einfluss der Versuchstage auf den Ammoniak-
gehalt im Kotwasser festgestellt. Die Zugehörigkeit zu einer Versuchsgruppe blieb ohne 
Signifikanz.  
4.2.5 Flüchtige Fettsäuren gesamt 
Die Analyse des Kotwassers auf kurzkettige Fettsäuren wurde gaschromatographisch 
durchgeführt (3.2.5.5). Im Mittel wurden in Versuch A (Anhangs-Tab. X) 27,17 ± 7,06 mmol 
kurzkettige Fettsäuren/l wässeriger Auszug bestimmt. Im Versuch B (Anhangs-Tab. XX) waren 
es 7,96 ± 2,55 mmol/l. Die ermittelten Minima und Maxima waren im Versuch A 15,83 bzw. 
42,16 mmol/l und Versuch B 2,87 bzw. 48,27 mmol/l. 
Im Versuch A hatte sowohl die Gruppenzugehörigkeit, als auch der Versuchstage einen 
signifikanten Einfluss (p < 0,05) auf die Gesamtkonzentration der kurzkettigen Fettsäuren.  
4.2.6 Flüchtige Fettsäuren Muster 
Nach Bestimmung des Gesamtgehaltes an flüchtigen Fettsäuren (quantitativ) wurde die 
molaren Anteile der einzelnen Fettsäuren berechnet.  
In Versuch A ergaben sich folgende prozentuale Anteile an Acetat (C2), Propionat (C3), iso-
Butyrat (i-C4), n-Butyrat (n-C4), i-Valeriat (i-C5), n-Valeriat (n-C5) und n-Capronat (n-C6) an 
den Gesamtfettsäuren (Gesamt-SCFA). Diese variieren wie folgt: C2 66,22 bis 85,29, C3 8,21 
bis 22,22, i-C4 0,12 bis 1,93, n-C4 2,17 bis 7,40, i-C5 0,40 bis 1,11, n-C5 0,00 bis und n-C6 
0,00 und 1,12 Mol%. Die arithmetischen Mittel der einzelnen Fettsäure-Konzentrationen 
betrugen für C2 80,30 ± 2,68, C3 13,91 ± 2,03, i-C4 1,10 ± 0,28, n-C4 3,74 ± 0,88, i-C5 0,47 ± 
0,16, n-C5 0,41 ± 0,16 und n-C6 0,08 ± 0,08 Mol%.  
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In Versuch B variierten die Konzentrationen wie folgt: C2 51,61 bis 81,42, C3 12,86 bis 26,03, i-
C4 0,00 bis 5,46, n-C4 0 bis 12,1, i-C5 0,00 bis 3,84, n-C5 0,00 bis 3,16 und n-C6 0,00 bis 2,09 
Mol%. Die arithmetischen Mittel der einzelnen Fettsäure-Konzentrationen betrugen für C2 
70,69±2,83, C3 21,71±1,29, i-C4 0,40±0,35, n-C4 5,41±1,28, i-C5 0,57±0,36, n-C5 0,33±0,56 
und n-C6 0,20±0,35 Mol%. 
In Versuch A wurden Acetat und n-Butyrat sowohl durch die Gruppenzugehörigkeit, als auch 
durch den Versuchstag statistisch signifikanten beeinflusst (p < 0,05). Das Propionat wurde 
lediglich statistisch gesichert von der Versuchsgruppe, und das n-Capronat wurde von den 
Versuchstagen beeinflusst. Iso-Butyrat, iso-Valeriat und n-Valeriat blieben statistisch 
unbeeinflusst. Bei keinem der Parameter der Kotwasseranalyse des Versuch B ergab sich ein 
signifikanter Einfluss des Versuchstages oder der applizierten Menge des EcN.  
Tabelle 13: Kotwasser-Analyse der kurzkettigen Fettsäuren unter Berücksichtigung der 
Anteile der einzelnen Säuren-Spezies mit arithmetischem Mittel je Gruppe und 
aller Tiere je Versuchstag sowie Reststreuung der Varianzanalyse aller Werte 
aus Versuch A 
Acetat Propionat i-Butyrat n-Butyrat i-Valeriat n-Valeriat n-Capronat Versuch A 
[Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] 
Verum 79,45b 14,53a 1,06 4,02a 0,46 0,40 0,07b 
Placebo 81,13a 13,27b 1,14 2,46b 0,48 0,43 0,09a 
Versuchstag: 1 79,33ab 14,55 1,20 3,93ab 0,53 0,44 0,02c 
 3 78,37b 14,90 0,99 4,60a 0,51 0,53 0,10ab 
 6 81,30ab 13,14 1,16 3,52b 0,49 0,39 0,00c 
 11 79,82ab 14,20 1,05 3,97ab 0,46 0,46 0,04bc 
 13 79,97ab 14,30 1,09 3,76ab 0,41 0,38 0,09ab 
 16 80,63ab 14,02 1,02 3,48b 0,41 0,33 0,11ab 
 21 81,16ab 13,28 1,23 3,32b 0,50 0,39 0,12a 
 25 81,78a 12,87 1,03 3,34b 0,44 0,39 0,15a 
±s  2,449 1,896 0,274 0,776 0,155 0,155 0,063 
hochgestellte Kleinbuchstaben: signifikante Mittelwertsdifferenzen mit p < 0,05  
Im Folgenden werden die Ergebnisse des Versuch B dargestellt. 
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Tabelle 14: Kotwasser-Analyse der kurzkettigen Fettsäuren unter Berücksichtigung der 
Anteile der einzelnen Säuren-Spezies mit arithmetischem Mittel aller Tiere je 
Versuchstag sowie Reststreuung der Varianzanalyse aller Werte aus Versuch B 
Acetat Propionat i-Butyrat n-Butyrat i-Valeriat n-Valeriat n-Capronat Versuch B 
[Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] 
2 70,73 21,92 0,32 5,65 0,54 0,49 0,34 
5 72,45 21,42 0,26 5,64 0,38 0,44 0,28 
10 74,37 19,72 0,45 4,30 1,15 0,00 0,00 
12 71,94 20,69 0,00 4,35 0,69 0,00 0,00 
15 74,48 20,31 0,36 3,96 0,64 0,25 0,00 
20 69,28 22,74 0,59 6,11 0,57 0,44 0,28 
22 72,25 22,70 0,36 4,71 0,00 0,00 0,00 
25 69,77 23,02 0,33 5,15 0,89 0,00 0,00 
30 66,66 21,88 0,30 4,29 0,28 0,00 0,00 
32 73,01 20,66 0,00 5,18 1,10 0,00 0,00 
35 71,60 22,57 0,00 5,34 0,49 0,00 0,00 
40 72,23 20,77 1,21 4,81 0,38 0,00 0,00 
42 64,47 23,05 0,66 8,54 0,90 1,71 0,93 
45 74,05 21,58 0,88 4,91 0,79 0,00 0,00 
50 66,70 21,96 0,56 7,01 0,88 0,92 0,62 
52 68,21 24,06 0,33 6,66 0,30 0,26 0,17 
55 69,88 21,87 0,00 4,81 0,00 0,00 0,00 
60 71,51 18,90 0,00 3,67 0,00 0,00 0,00 
Versuchstag: 
65 69,34 22,67 0,97 7,62 0,88 1,81 1,22 
±s  3,672 1,622 0,148 0,771 0,152 0,214 0,138 
hochgestellte Kleinbuchstaben: signifikante Mittelwertsdifferenzen mit p < 0,05  
 
4.2.7 Mikrobiologische Kotuntersuchungen 
Mikrobiologische Analysen von Kotproben wurden nur im Versuch A durchgeführt. Die 
Mittelwerte der Befunde sind in der statistischen Auswertung in Tabelle 14 aufgelistet. 
4.2.7.1 Aerobe Bakterien 
Die Gesamtkeimzahl aerober Bakterien ergab Werte zwischen 6,15 und 10,3 x 109 KbE/g Kot. 
Im Mittel wurden 8,21 ± 0,72 x 109 KbE/g Kot gefunden.  
Der Einfluss des Versuchstages war statistisch signifikant, der Einfluss der Versuchsgruppe 
blieb ohne Signifikanz.  
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4.2.7.2 Gram-negative aerobe Bakterien 
Bei der mikrobiologischen Bestimmung der Gesamtkeimzahl gram-negativer aerober Bakterien 
ergab sich ein Median von 6,62 ± 0,91 x 109 KbE/g Kot. Der Bereich der ermittelten Bakterien-
keimzahl lag zwischen 4,90 und 8,54 x 109 KbE/g Kot. Sowohl die Zugehörigkeit zur Versuchs-
gruppe als auch die Versuchstage wiesen eine statistisch gesicherte Signifikanz auf.  
4.2.7.3 E. coli 
Bei der mikrobiologischen Bestimmung der Gesamtkeimzahl von E. coli ergab sich ein 
Mittelwert von 6,86 ± 0,76 x 109 KbE/g Kot. Der Bereich der ermittelten Bakterienkeimzahl lag 
zwischen 4,85 und 9,18 x 109 KbE/g Kot. Sowohl die Zugehörigkeit zur Versuchsgruppe als 
auch die Versuchstage wiesen eine statistisch gesicherte Signifikanz auf.  
4.2.7.4 Lactobacillen 
Bei der mikrobiologischen Bestimmung der Gesamtkeimzahl von Lactobacillen ergab sich ein 
Mittelwert  von 7,60 ± 0,66 x 109 KbE/g Kot. Der Bereich der ermittelten Bakterienkeimzahl lag 
zwischen 6,00 und 9,00 x 109 KbE/g Kot. Der Einfluss der Versuchstage wies eine statistisch 
gesicherte Signifikanz auf, die Zugehörigkeit zu den verschiedenen Versuchsgruppen blieb 
ohne statistische Signifikanz.  
Tabelle 15: Mikrobiologische Untersuchungen der Faeces, arithmetisches Mittel der 
Bakterienzahlen je Gruppe und aller Tiere je Versuchstag sowie Reststreuung 
aus der Varianzanalyse aus Versuch A 
Aerobe 
Bakterien 
Aerobe gram-
neg. Bakterien E. coli Lacobacillen Versuch A 
[109 KbE/g Kot] [109 KbE/g Kot] [109KbE/g Kot] [109 KbE/g Kot] 
Verum 8,24 6,30b 6,58b 7,64 
Placebo 8,19 6,93a 7,15a 7,57 
Versuchstag: 1 8,29ab 7,62a 7,05ab 7,77ab 
 3 8,29ab 6,69bc 7,10ab 7,69ab 
 6 8,79a 6,81bc 7,07ab 7,94a 
 11 8,30ab 6,33c 6,83b 7,85ab 
 13 8,28ab 7,29ab 7,60a 7,83ab 
 16 7,90b 6,26c 6,79b 7,16bc 
 21 7,65b 5,97c 6,12c 7,04c 
 25 8,22a 5,96c 6,36bc 7,55abc 
±s  0,690 0,645 0,555 0,581 
mit p < 0,05 signifikante Mittelwertdifferenzen: verschiedene Kleinbuchstaben 
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4.2.7.5 EcN 
Um den in den Versuchen eingesetzten EcN-Stamm von der übrigen Darmflora unterscheiden 
und isolieren zu können, wurde EcN durch eine EcN-spezifische PCR (BLUM-OEHLER et al. 
2003) mit den Primerpaaren Muta 5 / 6 und Muta 7 / 8 und in Versuch B zusätzlich das 
Primerpaar Muta 9 / 10 identifiziert. Die PCR weist die stammeigenen Plasmide pMUT1 und  
pMUT2 nach, die stabil vorliegen und somit für den Nachweis des E. coli Stammes gut geeignet 
sind. 
 
4.2.7.5.1 Versuch A 
Bei den molekularbiologischen Untersuchungen der Kotproben mittels EcN-spezifischer PCR 
nach vorausgegangener Kultivierung wurden bei zwei Tiere an Tag 11 die gesuchten DNA-
Sequenzen des EcN im Kot nachgewiesen. 
 
Tabelle 16: Qualitativer Nachweis von EcN mittels spezifischer PCR nach Zwischen-
kultivierung in Versuch A 
Tier Tag 1 Tag 3 Tag 6 Tag 11 Tag 13 Tag 16 Tag 21 Tag 25 
1 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
2 neg. neg. neg. positiv neg. neg. neg. neg. 
3 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
4 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
5 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
6 neg. neg. neg. positiv neg. neg. neg. neg. 
7 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
8 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
9 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
10 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
11 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
12 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
positiv = EcN-Nachweis erfolgreich, neg. = kein EcN-Nachweis. 
 
4.2.7.5.2 Versuch B 
4.2.7.5.2.1 Direkt-PCR 
Bei der Direkt-PCR aus aufbereiteten Kotproben konnten ab Tag 20 bei zwei Tieren schwache 
Banden, ab Tag 25 bei allen Pferden bis einschließlich Tag 50 Banden nachgewiesen werden. 
Am Tag 52 waren nur noch bei zwei Pferden Banden, die eine positive Aussage zur 
Wiederfindung des EcN machen, zu finden, und ab Tag 55 war nur noch ein Tier mittels EcN-
spezifischer PCR positiv getestet worden. Alle nachfolgenden Nachweisversuche waren 
negativ. 
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Tabelle 17: Qualitativer Direkt-Nachweis von EcN mittels spezifischer PCR aus aufbereiteten 
Kotproben aus Versuch B 
Medikation Tag 
[ml] 
Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6 
2  -   -   -   -   -   -  
5  -   -   -   -   -   -  
10 
0 
 -   -   -   -   -   -  
12  -  gw  -   -  gw / -   -  
15  -   -   -   -   -   - 
20 
75 
 -  (+) gw (+) gw  -  
22  -   -   -   -   -   -  
25  (+)  +  (+) (+) / + (+)  +  
30 
150 
 (+)  +  (+)  ++   +  / (+)  +  
32  +   +   (+)  gw  (+)   +  
35  (+) (+) gw  +   -   +  
40 
250 
 (+)   ++   +   +   (+)   +  
42  +   ++  (+) (+) (+) (+) 
45  +  (+) /+ (+) / +  +   +  (+) / + 
50 
500 
 +   ++   (+)  +   (+)   ++  
52 gw  ++   -   -   -   (+)  
55  -   -   +   -   -   -  
60  -   -   -   -   -   -  
65 
0 
 -   -   -   -   -   -  
++ = EcN nachgewiesen, kräftige Banden / + = EcN nachgewiesen, mittelstarke Banden / (+) = EcN 
nachgewiesen, schwache Banden / gw = grenzwertig, EcN-Nachweis fraglich / - = EcN nicht 
nachgewiesen 
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4.2.7.5.2.2 PCR nach Zwischenkultivierung 
Die Tiere mit mittels Direkt-PCR positiv getesteten Proben wurden zusätzlich mit EcN-
spezifischen PCR nach Zwischenkultivierung aus den dafür aufbereiteten Kotproben auf 
Lebens- und Vermehrungsfähigkeit des nachgewiesenen EcN getestet. 
Tabelle 18:  Qualitativer Direkt-Nachweis von EcN mittels spezifischer PCR aus aufbereiteten 
Kotproben aus Versuch B nach Zwischenkultivierung 
Medikation Tag 
[ml] 
Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6 
2 0  -   -   -  n.u. n.u.  n.u. 
20 75 n.u.  -  n.u.  -  n.u.  n.u. 
25 150  +   +   +   +   +   + 
32  +  n.u.  n.u. n.u. n.u.  n.u. 
35  n.u.  -   n.u.  +   n.u.  n.u. 
40 250 n.u.  +   +   -    +   +  
42 n.u.  n.u.  +   n.u.  n.u.  n.u. 
45  +   +   -    +   +   n.u. 
50 500 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.  + 
52 n.u.  +  n.u. n.u. n.u.  -   
55 n.u. n.u.  -   n.u. n.u. n.u. 
60 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 
65 0 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 
+ = EcN nachgewiesen / - = EcN nicht nachgewiesen / n.u. = nicht untersucht 
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5 Diskussion 
5.1 Zielsetzung 
Für jede Tierart gibt es altbekannte Erkrankungen oder Probleme. Neue Wege zu ihrer 
Behandlung zu finden ist Ziel der Wissenschaft und Forschung.  
Die Anwendung des in der Humanmedizin bekannten Probiotikums EcN zur Behandlung von 
Frühdurchfällen bei neugeboren Kälbern (V BUENAU et al. 2004) ist ein solcher Ansatz. Bei 
EcN handelt es sich um ein Bakterium, das als Wirkstoff des Medikaments Mutaflor® seit 
langem in der Humanmedizin eingesetzt wird.  
Studien zum Einsatz dieses Probiotikums bei der Tierart Pferd gab es vor Beginn der hier vor-
gestellten Arbeit nicht. Auch beim Pferd gibt es Erkrankungen und Störungen des Gastro-
intestinaltraktes, bei denen der Einsatz eines Probiotikums sinnvoll erscheint. Hierzu zählen 
vermutlich Koliken, Diarrhöe und Colitis X. 
Welches Potential der hier verwendete E. coli Stamm hat, ist noch nicht bekannt. 
In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob EcN grundsätzlich für eine Anwendung 
bei Pferden geeignet ist. Eines der Kriterien hierzu ist die Fähigkeit des Stammes die Passage 
durch den Verdauungstrakt der jeweiligen Tierart zu überleben (MCCARTNEY et al. 1996; 
SALMINEN et al. 1999). Daraus folgt, dass der Keim im Kot der Tiere in lebensfähiger Form 
wiederzufinden sein sollte. 
Aus der Wiederfindung in lebensfähiger Form lässt sich ableiten, dass das Bakterium auch im 
GIT in der Lage ist einen aktiven Stoffwechsel zu betreiben. Dieses ist die Vorraussetzung einer 
direkten Beeinflussung der dortigen Flora. Als Resultat sollten mikrobiologische 
Verschiebungen innerhalb des Keimspektrums und/oder Veränderungen von biochemisch-
physikalischer Parametern im Kot nachweisbar sein. 
Unter der Hypothese, dass das gram-negative Probiotikum EcN bei klinisch gesunden Pferden 
in der Lage ist die Darmpassage lebend zu überstehen, wurden die Versuchstiere hinsichtlich 
Veränderungen der Zusammensetzung der Darmflora und deren Stoffwechselprodukte 
untersucht. 
Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Wiederfindung von lebensfähigen EcN-
Zellen und Spuren ihrer Stoffwechselaktivität in den Faeces von Pferden.  
5.2 Feldversuche  
Die Versuche wurden unter Feldbedingungen durchgeführt. Das Augenmerk lag auf nachge-
wiesenen Effekten unter Praxisbedingungen, da das Probiotikum auch letztlich unter Feldbe-
dingungen zum Einsatz kommen soll. 
Als Einflussfaktoren unter artifiziellen Bedingungen kommen die Mikroflora der Umgebung und 
des Futters, sowie Änderungen im Futteraufnahmeverhalten der Pferde in Betracht. Dadurch 
sind vor allem Modifikationen der gastrointestinalen Mikroflora der Pferde möglich 
Des Weiteren wird die Verdauung des Pferdes von der täglichen Bewegung beeinflusst 
(ZEYNER et al. 2003). Vom Bundesamt für Veterinärwesen der Schweiz wird eine Stunde 
Bewegung täglich als Voraussetzung für eine artgerechte Haltung von Pferden empfohlen 
(BUNDESAMT für VETERINÄRWESEN DER SCHWEIZ 1989). 
Diese Faktoren wurden bei den durchgeführten Versuchsprotokollen berücksichtigt. 
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Bei Studien mit Großtieren können sich schnell Schwierigkeiten mit der verwendeten Tierzahl 
ergeben. Anschaffung und Haltung der Tiere sind im Vergleich zu denen von beispielsweise 
Labornagern mit einem nicht unerheblichen Kosten- und Arbeitsaufwand verbunden. Trotzdem 
ist eine ausreichende Tierzahl für den Erhalt statistischer Ergebnisse notwendig. Bei den hier 
vorgestellten Untersuchungen an adulten Pferden im Feldversuch wurde deshalb als 
Kompromiss zwischen statistischer Notwendigkeit und Praktikabilität die Gruppengrößen von 
zweimal sechs Tieren (Versuch A) beziehungsweise einmal sechs Tieren (Versuch B) gewählt.  
Nach LAHRSSEN und ZENTEK (2002) kann die geringe Gruppengröße bei Versuchen zur 
Wirksamkeit von probiotischen Mikroorganismen durch ein geeignetes Versuchsdesign 
kompensiert werden. 
Damit eine bereits vor Beginn der Versuche stattgefundene Infektion der Tiere mit EcN ausge-
schlossen werden konnte, wurde der Kot aller Tiere vor der ersten Applikation mit EcN 
untersucht. Alle Kotproben waren bei beiden durchgeführten Versuchen dabei ausnahmslos 
EcN-negativ (Tab.16 und 17). 
Eine vollständige Trennung der Gruppen in Versuch A durch die Aufstallung an zwei ver-
schiedenen Versuchsorten war aufgrund der erwünschten Vergleichbarkeit der Umweltbe-
dingungen der Versuchsgruppen nicht möglich. Um sicher zu gehen, dass die Placebo-Tiere 
nicht während des Versuchs mit EcN in Kontakt waren, wurde der Kot aller Tiere auf EcN 
untersucht. Die Trennung der Versuchsgruppen erwies sich dabei als ausreichend, da keine 
Kontamination der Placebo-Gruppe mit EcN nachgewiesen werden konnte (Tab. 16).  
5.3 Dosierung von EcN 
Die zu applizierende Menge des Probiotikums EcN wurde abgeleitet von der Dosierung in der 
Prophylaxe von Durchfällen bei neugeborenen Kälbern. Neugeborene Kälber haben ein 
Gewicht von bis zu 50 kg und erhalten, gemäß Herstellerangabe, täglich 15 x 108 KbE als 
einfache Dosis. Die Anwendungsdauer beträgt 10 aufeinander folgende Tage. Hochgerechnet 
auf adulte Pferde mit einem Gewicht von circa 500 kg ergibt sich eine einfache Tagesdosis von 
150 x 108 KbE. Diese Dosierung wurde im Feldversuch A eingesetzt. Als Applikationsdauer 
wurden 10 Tage festgelegt und damit die Herstellerangaben übernommen. Um Effekte 
auszuschließen die einen Vergleich mit der Placebo-Gruppe erschweren wurden beiden 
Gruppen das identische Volumen des Placebo- bzw. Verumpräparates verabreicht. 
Nachdem eine prinzipielle Überlebensfähigkeit des Keimes in Versuch A gezeigt werden konnte  
(Tab. 15), sollte im folgenden zweiten Feldversuch (B) überprüft werden, ob die Menge der in 
den Faeces wiedergefundenen Keimen mit der oral applizierten Dosis korreliert. Da in Versuch 
A nicht bei allen Tieren ein positiver Nachweis von EcN in den Faeces möglich war, wurde 
vermutet, dass es sich dabei um einen Dosis-abhängigen Effekt handelt und bei erhöhter 
Dosierung ein Nachweis bei allen Tieren möglich sei. 
Zur Abklärung der unteren Nachweisgrenze wurde die Anfangsdosis auf 75 x 108 KbE halbiert. 
Nachfolgend wurde die tägliche Dosis durch Verdoppelung des verabreichten Volumens 
gesteigert (Abb. 2). Eine Erhöhung der Dosis durch Steigerungen der Bakteriendichte pro 
Milliliter Suspension war aus galenischen Gründen nicht möglich. Bei erhöhter Zellzahl pro 
Milliliter steigt die Mortalitätsrate von EcN stark an, was die Versuchsdurchführung deutlich 
erschwert hätte. 
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Die Untersuchungen von ROLLE und BURGER (1958) bestätigen, dass die Ansiedlung von 
EcN deutlich von der Applikationsdauer, nicht jedoch durch die tägliche Dosis beeinflusst wird.  
5.4 Ergebnisse 
5.4.1 Einfluss von EcN auf den klinischen Allgemeinzustand 
Während der gesamten Versuchsdauer wurden alle Tiere zweimal täglich klinisch untersucht 
(Anhang F). Abweichung von den physiologischen Werten, insbesondere Kot-Parameter wie 
Konsistenz, Farbe und Geruch wurden nicht beobachtet. Da es sich bei den verwendeten 
Tieren um adulte Tiere handelte, die zu Beginn der Versuche alle als gesund befunden worden 
waren, war eine Veränderung auch nicht zu erwarten. Die Applikation von EcN in den 
Dosierungen der Versuche A und B hat offensichtlich keine Veränderungen des klinischen 
Gesundheitszustandes beim Pferd bewirkt. 
Die Akzeptanz der Versuchsmedikation war in beiden Versuchen sehr gut. Alle Tiere haben be-
reitwillig die mit dem Krippenfutter dargebotene Suspension aufgenommen. Dieser Effekt war 
bei Gabe der EcN-haltigen wie auch bei Gabe der Placebo-Suspension zu beobachten. Wahr-
scheinlich sind die im Puffer enthaltenen Salze für die gute Akzeptanz verantwortlich. Hierfür 
spricht auch die Beobachtung aus Versuch B, dass der angebotene Salzleckstein während des 
Versuches selten von den Tieren genutzt wurde. Nach Absetzen der Suspension wurde für 
etwa eine Woche ein vermehrter Gebrauch beobachtet. 
Im Versuch A wurde sowohl in der Verum und als auch in der Placebo-Gruppe eine Abnahme 
der Lebendmassen bei gleichbleibendem BCS beobachtet. Die im Versuchszeitraum (19. 
August bis 12. September 2002) herrschenden klimatischen Bedingungen, insbesondere die 
Temperaturen, führten wahrscheinlich zu einer verringerten Raufutteraufnahme und 
nachfolgend zu der beobachteten Masseverminderung. Die in Versuch B beobachtete 
Massezunahme von durchschnittlich 76 kg ist wahrscheinlich auf die Umstellung der Pferde von 
Weide- auf Stallhaltung, die vier Wochen vor dem Versuch erfolgte, zurückzuführen. Die 
verstärkte Aufnahme von qualitativ hochwertigem Futter in Verbindung mit der verringerten 
täglichen Bewegung ist wahrscheinlich für die Zunahme verantwortlich. Über einen Effekt der 
applizierten Keime kann nur spekuliert werden. 
5.4.2 Einfluss von EcN auf Stoffwechselprodukte im Kotwasser 
Der pH-Wert und die Konzentration mikrobieller Stoffwechselprodukte im Kotwasser erlauben 
Rückschlüsse auf die Aktivität der Flora des GIT (RADICKE 1990; ZEYNER et al. 1992; GRASS 
1995; SCHINDLER 1999; ZEYNER 2002). Stellvertretend für die Gesamtheit der Stoffwechsel-
aktivität, wurden pH-Wert, Lactat, Ammoniak, sowie Gesamtheit der flüchtigen Fettsäuren und 
das Fettsäuremuster untersucht.  
Der pH-Wert gehört zu den Faktoren im Darm, die unter colonisation resistance zusammen-
gefasst werden. Der physiologische pH-Wert erschwert es anderen, möglicherweise 
pathogenen Organismen, sich im Darm anzusiedeln (ROLFE 1996). Veränderungen des 
physiologischen pH-Wertes ermöglichen Rückschlüsse auf die Wirksamkeit des Probiotikums. 
RADICKE (1990) ermittelte einen positiven Zusammenhang zwischen dem pH-Wert im 
Caecum und im Kotwasser der Pferde. 
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Die in den Versuchen A und B gefundenen pH-Werte von 6,18 bis 7,39 (Tab. XI) bzw. 5,75 bis 
7,62 (Tab. XIX) stimmen weitgehend mit den Angaben der Literatur zu vorläufigen 
Referenzbereichen überein. Auffallend war, dass die Variabilität der gemessenen Werte in der 
Population in Versuch B deutlich größer war als in Versuch A. Diese Beobachtung war nicht mit 
der Applikation des Probiotikums korreliert (Tab. 11 und 12).  
Bei Untersuchungen von ZEYNER (2002) wurden pH-Werte zwischen 5,8 und 6,7 mit 
signifikanter Korrelation zur Zusammensetzung der Futterration festgestellt. Auch GRASS 
(1995) und GEBHARDT (1988) konnten mit Referenzbereichen zwischen 6,0 bis 7,1 bzw. 6,2 
bis 7,0 fütterungsbedingte Differenzen ermitteln. 
Die L-Lactat-Werte in Versuch A und Versuch B bewegten sich in den für eine Hafer / Heu-
Ration typischen Bereichen. RADICKE (1990) fand ebenso wie ZEYNER (2002) eine 
Korrelation zwischen der Rationsgestaltung und den gefundenen L-Lactat-Werten. Der Einfluss 
der Ration scheint bei diesem Parameter von entscheidender Bedeutung zu sein 
In beiden Versuchen wurden L-Lactat-Gehalte im Kotwasser gefunden, die sich innerhalb der 
mit der gleichen Methodik ermittelten Werte von ZEYNER et al. (1997), SCHINDLER (1999) 
und ZEYNER (2002) befanden. Dabei fand ZEYNER et al. (1997) 0,22 mmol/l, SCHINDLER 
(1999) L-Lactat-Werte von 0,14-0,39 mmol/l und ZEYNER (2002) 0,08-0,45 mmol/l. Auch bei 
RADICKE (1990) wurden bei Fütterung einer Hafer / Heu-Ration mit Werten < 0,28 mmol/l 
ähnliche Werte gefunden. Eine Beeinflussung durch die Applikation von EcN wurde in den 
vorliegenden Untersuchungen nicht beobachtet (Tab. 11 und 12). Dagegen berichten VAHJEN 
et al. (2002) von einem kontinuierlich ansteigenden Lactatwert im Kot von Puten bei oraler 
Applikation des Probiotikums Enterococcus faecium. Allerdings fanden VAHJEN et al. (2002) 
keine Korrelation zwischen Lactatwert und der Anzahl der Milchsäurebakterien, so dass der 
Einfluss der Anzahl dieser Keime auf den Lactatwert fraglich ist.  
Der Kot-Ammoniakgehalt wird von der colonalen Absorption, dem Umfang der Proteolyse, der 
Passagegeschwindigkeit und der Konzentration weiterer Fermentationsprodukte beeinflusst 
(WIESE-TWELE 1985; MEYER et al. 1989). 
Die in Versuch A (Tab. IX) und Versuch B (Tab. XVIII) gemessenen Werte an Ammoniak im 
Kotwasser bestätigten die in der Literatur bekannten Werte. Dabei führte die Fütterung einer 
Hafer / Heu-Ration bei ZEYNER et al. (1997) zu Ammoniakkonzentrationen von 7,2 mmol/l. 
Nach Stallfütterung gab GRASS (1995) durchschnittliche Gehalte von 5,8 mmol/l Kotwasser an. 
Sie ermittelte einen 2s-Bereich von 0,7-12,1 mmol/l Ammoniak im Kotwasser. Die von ZEYNER 
(2002) ermittelten Ammoniakkonzentrationen von 10-14 mmol/l und SCHINDLER (1999) mit 
13,3-14,9 mmol/l liegen allerdings deutlich über den gefundene Median-Werten vor allem des 
Versuch B. Dabei fand ZEYNER (2002) einen dominierenden Einfluss des Einzeltieres in Bezug 
auf den Ammoniakgehalt im Kot, der sich auch in diesem Fall bestätigte.  
Die kurzkettigen Fettsäuren sind Metabolisierungsprodukte der mikrobiellen Flora des GIT. 
Veränderungen der Gesamtmenge sind meist Ausdruck einer vermehrten Stoffwechselaktivität 
der intestinalen Flora. Bei caecaler und colonaler Dysfermentation lassen sich nicht nur beim 
Pferd (GRASS 1995; SCHINDLER 1999; ZEYNER 2002), sondern auch beim Schwein 
(DROCHNER et al. 1987) und Hund (MEYER 1989; SCHÜNEMANN et al. 1989) 
Veränderungen der Zusammensetzung der flüchtigen Fettsäuren nachweisen. Laut GRASS 
(1995) können sowohl die Konzentrationen als auch die Muster der flüchtigen Fettsäuren sowie 
der pH-Wert zur Beurteilung der Dickdarmfermentation beim Pferd genutzt werden. Dabei 
Diskussion 
 
 
Seite 54 
wurde von SCHINDLER (1999) und ZEYNER (2002) gefunden, dass die Summe der flüchtigen 
Fettsäuren im Kotwasser des Pferdes sich umgekehrt proportional zum Kot-pH-Wert verhält. 
Die von GRASS (1992) und ZEYNER (2002) ermittelten Konzentrationen bestätigen dieses. In 
den hier durchgeführten Untersuchungen wurden signifikante Modifikationen der 
Fettsäurenmuster nicht gefunden. Eine Ausnahme bildet lediglich der Acetat / Propionat-
Quotient in Versuch A. In Abhängigkeit von der Gruppenzugehörigkeit verschob sich das 
Verhältnis in der Verum-Gruppe zu Gunsten des Propionats. Die Variabilität der beobachteten 
Fettsäurenmuster war in den Versuchen größer als bei GRASS (1992) und ZEYNER (2002) 
beschrieben. Die in der Literatur gefundenen Werte sind in Tabelle 19 aufgeführt. 
Tabelle 19:  Literaturangaben zum Fettsäurenmuster in Faeces von Pferden 
C2 C3 i-C4 n-C4 i-C5 n-C5 Autor 
[Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] [Mol%] 
GRASS (1992) 78 12,12 1,83 5,24 2,21 0,78 
SCHINDLER (1999) 66 - 74 18 - 22 n.u. n.u. n.u. n.u. 
ZEYNER (2002) 61 - 73 17 - 22 4,3 - 7,6* n.u. n.u. n.u. 
*Gesamt-Butyrat; n.u. = nicht untersucht 
 
Die ermittelten Acetat / Propionat - Quotienten waren in den vorliegenden Untersuchungen teil-
weise größer als die von GRASS (1992) und ZEYNER (2002) beschriebenen Werte. Erstere 
ermittelte bei ausschließlicher Heufütterung einen Quotienten von 4,1-4,2. Höhere 
Kraftfuttergaben führen nach ZEYNER (2002) zu kleineren Acetat-Propionat-Quotienten.  
Die im Kotwasser analysierten L-Lactat-, Ammoniak- und SCFA- Werte werden durch 
Änderungen des Rationstyps beziehungsweise der Futtermenge modifiziert (RADICKE 1990; 
GRASS 1992; SCHINDLER 1999; ZEYNER 2002). Dieses liegt vermutlich primär an 
Veränderungen der Zusammensetzung der gastrointestinalen Flora.  
Modifikationen in den Rationen innerhalb der Versuchsperiode oder Unterschiede in der 
Rationsgestaltung innerhalb der Versuchsgruppen wurden vermieden. Durch das verabreichte 
Substrat verursachte Verschiebungen waren demzufolge nicht zu erwarten. In den 
durchgeführten Untersuchungen wurden diese Parameter herangezogen, um die 
Stoffwechselaktivität von EcN im GIT der Pferde nachzuweisen.  
In der Arbeit von SAKATA et al. (2003) konnten nach der Anwendung von vier kommerziellen 
Probiotikaprodukten reduzierte Ammoniakwerte im Kot von Schweinen ermittelt werden. 
Außerdem wurden in der gleichen Arbeit von SAKATA et al. (2003) zur Probiotikaapplikation 
beim Schwein sowie von OHYA et al. (2000) beim Kalb steigende Gesamtfettsäurenmengen 
unter der Anwendung ermittelt.  
FRIC (2002) und BISPING und KOOP (2004) halten die Modifikationen des Fettsäuremusters 
im GIT vor allem durch vermehrte Produktion von Butyrat für einen Mechanismus der 
Probiotikawirkung. Dieser wurde von KANAUCHI et al. (1999) bestätigt. In den von ihnen 
durchgeführten Untersuchungen stieg vor allem der Butyrat-Gehalt in den Faeces während der 
Applikation von probiotischen Substanzen.  
Diese Veränderungen konnten in den vorliegenden Ergebnissen nicht nachgewiesen werden. 
Als mögliche Erklärungen kommen eine zu gering applizierte Menge des EcN in Bezug auf die 
Gesamtpopulation des GIT des Pferdes zum Nachweis einer Modifikation in Betracht: Eine 
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andere Erklärung wäre, dass es EcN nicht möglich war, seine Stoffwechselaktivität innerhalb 
des GIT der Pferde zu entfalten.  
5.4.3 Einfluss von EcN auf die Mikroflora 
Trotz der großen Bedeutung der Dickdarmflora gibt es nur wenige umfassende Studien über die 
mikrobielle Zusammensetzung beim Pferd (JULLIAND 1992). Die Ursache sieht BECKMANN 
(1994) in der zeitraubenden und arbeitstechnisch aufwendigen Untersuchungsmethodik. Die 
von verschiedenen Autoren beschriebenen Zusammensetzungen der mikrobiellen Flora sind in 
Tabelle 19 dargestellt. 
Tabelle 20:  Literaturangaben zum Keimgehalt von E. coli und Lactobacillen im Kot von 
Pferden 
 in [log10/g Kot] 
Autor E. coli Lactobacillen 
SMITH u. GRAPP (1961) 3,0 - 5,4 5,7 - 8,0 
WIERUP u. DIPIETRO (1981) 5 n.u 
JULLIAND u. GOACHET (2005) n.u. 6,9 - 7,7 
VEIGA et al. (2005) n.u. 6,4 
n.u. = nicht untersucht 
 
Vergleichende mikrobiologische Untersuchungen (VEIGA et al. 2005) belegen, dass kein 
signifikanter Unterschied zwischen den Lactobacillen-Konzentrationen in Colon und Faeces bei 
Pferden besteht. JULLIAND und GOACHET (2005) zeigten hingegen, dass der Entnahmeort 
und die Futterration zu signifikanten Unterschieden der Keimzahlen Lactobacillenkonzentration 
führen. Sie fordern ebenfalls, dass die faecal gefundene Mikroflora einen probaten Marker für 
das colonale Ökosystem darstellt. Die in den Faeces der Versuchspferde gefundenen E. coli- 
Gesamtkeimzahlen entsprechen nahezu den von SMITH und GRAPP (1961) und WIERUP und 
DIPIETRO (1981) gefundenen Zahlen. Gleiches gilt für die Lactobacillen-Gesamtkeimzahlen. 
Sie liegen in derselben Größenordnung wie die von SMITH u. GRAPP (1961), JULLIAND u. 
GOACHET (2005) und VEIGA et al. (2005).  
Bei allen mikrobiologisch nachgewiesenen Bakterien-Gesamtkeimzahlen wurden in Versuch A 
signifikante Einflüsse des Versuchstages festgestellt. Diese Ergebnisse unterstützen das 
Postulat von KERN et al. (1973) und GARNER et al. (1978), nach der das Ökosystem im 
Verdauungstrakt maßgeblich von der Fütterung beeinflusst wird. Die Ergebnisse der 
Untersuchungen von JULLIAND und GOACHET (2005) sind ebenfalls ein Hinweis darauf. 
Der signifikante Einfluss der Gruppenzugehörigkeit war in Versuch A lediglich bei der 
Gesamtkeimzahl gram-negativer Bakterien und E. coli  festzustellen. MORELLI et al. (2003) 
fanden bei der Applikation von Lactobacillus paracasei und VAHJEN und MANNER (2003) bei 
der Applikation von Enterococcus faecium an Hunden Einflüsse des jeweiligen Probiotikums auf 
die mikrobiologische Intestinalflora. Ein ähnlicher Effekt bei der Anwendung von EcN wurde von 
LODINOVA-ZADNIKOVA und SONNENBORN (1997) bei der Applikation an neugeborenen 
Säuglingen gefunden. Dabei wiesen die Probanden der Verum-Gruppe deutlich niedrigere 
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Gesamtkeimzahlen an pathogenen Bakterien in den Faeces im Vergleich zur Placebo-Gruppe 
auf.  
Eine Aussage über den Einfluss von EcN auf die mikrobiologische Intestinalflora beim Pferd 
lässt sich aufgrund der gefundenen Ergebnisse nicht treffen. 
5.5 Nachweis von EcN 
In beiden Versuche konnte EcN in lebensfähiger Form in den Faeces nachgewiesen werden. Im 
Vergleich zu Versuch A gelang der Nachweis in Versuch B bei niedriger gegebener oraler Dosis 
und deutlich häufiger (Tab. 15 und 16).  
EcN wurden in den beiden Versuchen mit unterschiedlichen Nachweismethoden detektiert. In 
Versuch A wurden Kotproben direkt verdünnt, auf MacConkey-Agar getropft und nachfolgend 
kultiviert. Danach wurden sie für 10 Tage gekühlt. Anschließend wurde das gesamte 
Kulturmaterial per Öse abgenommen und subkultiviert. Hierbei könnten sich im Rahmen der 
Versuchsdurchführung zwei Probleme ergeben: 
(1) Die kultivierten Bakterien können durch die lange Kühlung stark geschädigt worden sein, 
was eine weitere Kultivierung behindert haben könnte.  
(2) EcN unterscheidet sich in vielen Parametern nicht von anderen Enterobacteriaceae. Daher 
wurden alle Kolonien der MacConkey-Agar-Kultur subkultiviert. Eine Selektion auf EcN fand 
daher nicht statt. Die aufgetropften Spots der MacConkey-Agar-Platten waren zum 
Zeitpunkt der EcN-Analyse nicht mehr frisch. Teilweise wurden bakterielle 
Überwucherungen (Proteus) beobachtet. Auch hierdurch kann es zu einer Abreicherung von 
EcN gekommen sein. 
Um die ablaufbedingten Probleme von Versuch A zu vermeiden, wurden bei Versuch B alle 
Proben direkt mittels PCR auf EcN untersucht. In Vorversuchen war dahingehend getestet 
worden, ob der Kot der Versuchspferde PCR-störenden Inhibitoren enthielt. Der Nachweis des 
EcN war bei allen Tieren ab Tag 25 erfolgreich. Zu bedenken ist jedoch, dass mit der gewählten 
Methodik streng genommen nur EcN spezifische DNA-Sequenzen nachgewiesen werden.  
Zum Nachweis lebensfähiger Bakterien in den Faeces ist bakterielles Wachstum in einer 
Kultivierung auf Agar- oder Flüssigmedien notwendig. Aus diesem Grund wurden die Kotproben 
kultiviert. Um zu vermeiden, dass DNA-Bruchstücke die PCR- Ergebnisse verfälschen, wurden 
die Kolonien einzeln per Öse abgenommen und auf Blutagar subkultiviert. Die danach 
gefundene DNA konnte also nur aus den angezüchteten und damit lebens- und 
vermehrungsfähigen Bakterien stammen. 
Im Rahmen der Probenaufarbeitung wurden die Proben in Versuch B eingefroren. Um zu 
prüfen, welchen Einfluss Einfrieren und Auftauen beziehungsweise die Lagerung hatten, wurde 
die Gesamtkeimzahl der Enterobacteriaceae nach jedem einzelnen Schritt bestimmt. 
Signifikante Unterschiede wurden nicht ermittelt. 
Die Aufarbeitung der Proben in Versuch B ermöglicht den Nachweis von EcN mit höherer 
Sensitivität. Daher ist es möglich, dass  EcN in Versuch A in den gleichen nachweisbaren 
Mengen vorhanden gewesen ist, jedoch aufgrund der verwendeten Probenaufarbeitung nicht 
nachgewiesen werden konnte. Das die PCR ein höchst sensitive Nachweis-Methode ist, zeigten 
bereits BRIGIDI et al. im Jahr 2000 bei der Detektion von Bifidobacterien-Stämmen in den 
Faeces nach oraler Applikation. 
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Weitere Modifikationen im Versuch B waren zum einen die veränderte tägliche Dosis und die 
Dauer der Gabe von EcN. Im Unterschied zu Versuch A konnte hierdurch bei allen Tieren 
mehrfach ein positiver Nachweis von lebensfähigen EcN geführt werden.  
Bereits bei Applikation von 75 x 108 EcN pro Tag zeigte die PCR bei Kotproben einzelner Tiere 
schwach positive Banden, was zeigt, dass der Gehalt von EcN sehr gering war. Möglicherweise 
ist bei einer Applikation von 75 x 108 EcN pro Tag der Keimgehalt zu gering für einen sicheren 
positiven Nachweis bei allen Tieren. 
Aus Versuchen in der Humanmedizin (ROLLE und BURGER 1958) ist bekannt, dass die 
Applikationsdauer einen positiven Effekt auf die Nachweisbarkeit von EcN hat. Möglicherweise 
steigt der Keimgehalt des Intestinums bei längerer Applikation und nachfolgend der der Faeces.  
In Versuch A konnte EcN einen Tag nach Ende der Applikation nachgewiesen werden. In 
Versuch B gelang der Nachweis sowohl direkt auch nach Zwischenkultivierung maximal bis 
zum fünften Tage nach der letzten Applikation. Der Nachweis einer langfristigen Ansiedlung, 
wie beim Menschen beschrieben ist, konnte in beiden durchgeführten Feldversuchen nicht 
erbracht werden. Gründe hierfür kann zum einen die Dosis des applizierten Probiotikums sein. 
Bei einer Gesamtkeimzahl im Caecum und Colon des Pferdes, den Ansiedlungsorten von EcN, 
mit bis zu 1012 Mikroorganismen/ml bzw. g (SAVAGE 1997) war die Dosis eventuell zu gering. 
Eine Dosiserhöhung mittels Steigerung der applizierten Volumina war nicht durchführbar. 
Darüber hinaus war eine Steigerung der Keimzahl je Milliliter Suspension aus galenischen 
Gründen nicht möglich. 
Die Ergebnisse zur Ansiedlung werden durch Untersuchungen von WEESE et al. (2003) 
bestätigt. Ansiedlungsversuche von Lactobacillus rhamnosus Stamm GG bei adulten Pferden 
waren ebenfalls wenig erfolgreich. Auch DESROCHER et al. (2005) fanden nach der oralen 
Applikation von Saccharomyces boulardii an adulte Pferde dieselben faecal wieder, eine 
Kolonisation des Gastrointestinaltraktes konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Gabe 
von EcN bei adulten Menschen (SEARS et al. 1950; SEARS u. BROWNLEE 1952) zeigt 
ebenfall nur geringe oder keine Ansiedelungserfolge. Ein möglicher Hinderungsgrund für die 
Ansiedlung des EcN am adulten Pferd scheint die bereits bestehende Darmflora zu sein. Bei 
der Applikation an neugeborene Fohlen könnte in Bezug auf den Nachweis der Ansiedlung 
vermutlich positivere Ergebnisse zu erwarten sein, wie bereits von WEESE et al. (2003) bei der 
Applikation von Lactobacillen gefunden wurde. Ein weiterer Grund ist möglicherweise, dass nur 
spezies-spezifische Stämme in der Lage sind, den GIT des jeweiligen Wirtes zu kolonisieren. 
Weiterhin von Bedeutung könnten die Oberflächenstrukturen der Darmwand sein, an die sich 
EcN mit seinen Adhäsinen anheftet. Erste sind artspezifisch, letztere an den humanen Darm 
adaptiert. 
BRIGIDI et al. (2000) konnten bei ihren Versuchen mit Bifidobacterien-Stämmen ebenfalls keine 
Kolonisation im GIT über humane Faeces nachweisen. Zu einem gleichen Ergebnis kommen 
die Versuche von McCARTNEY et al. (1996) bezüglich der Komplexität der Beziehung 
zwischen intestinaler Flora und jeweiligen Wirt. 
5.6 Kritische Betrachtung zur Applikation von Probiotika beim Pferd  
Die bis zum heutigen Datum durchgeführten Studien zur oralen Applikation von Probiotika beim 
Pferd zeigten entweder keinen Effekt (PARRAGE et al. 1997) oder sogar adverse Effekte  
(WEESE u. ROUSSEAU 2005). Bei den Versuchen von WEESE und ROUSSEAU verursachte 
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die Applikation des Probiotikums Lactobacillus pentosus WE7 bei den Fohlen Anorexie, Kolik 
und Diarrhöe und zwar in derartiger Form, das die Versuche abgebrochen und die Tiere 
tierärztlich behandelt werden mussten. Der gewünschte Effekt der Verhinderung von Diarrhöe 
beim Fohlen trat nicht ein, sondern die Anzahl der Diarrhöe-Tage erhöhte sich sogar im 
Vergleich zur Placebo-Gruppe. 
.  
Bei anderen Untersuchungen zur Applikation des Probiotikums Saccharomyces boulardii zur 
Therapie von akuter Enterocolitis beim Pferd konnte eine Verbesserung des 
Allgemeinzustandes der Pferde der Verum-Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe gefunden 
werden (DESROCHER et al. 2005).  
Damit konnte gezeigt werden, dass gerade bei schwierig zu therapierenden Enterocolitiden 
beim Pferd bestimmte Probiotika durchaus in der Lage sind, einen Therapieerfolg 
herbeizuführen. 
Hingegen machen die Ergebnisse der Studie von WEESE und ROUSSEAU (2005) deutlich, 
dass die Applikation von Probiotika gerade bei der Spezies Pferd kritisch getestet werden muss, 
da derart adverse Reaktionen bei der oralen Gabe von Probiotika bei andere Spezies bisher 
nicht bekannt waren. 
Der Einsatz von Probiotika beim Pferd als therapeutische Alternative ist eben aufgrund der 
wenig erforschten Mikroflora des Gastrointestinaltraktes des Pferdes vorsichtig zu betrachten. 
Auch können die bisher medizinisch häufig als eher harmlos eingestuften als Probiotika 
eingesetzten Bakterien durchaus unerwünschte Ereignisse herbeiführen, die im schlimmsten 
Fall mit einer Verschlechterung des Zustandes des Pferdes beziehungsweise sogar dessen Tod 
enden könnten. Daher ist die Untersuchung auf die Verträglichkeit eines Probiotikums spezies-
spezifisch unbedingt zu untersuchen.  
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6 Schlussfolgerung 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erste Erkenntnisse zur Anwendung eines 
probiotischen Escherichia coli Stammes beim Pferd gewonnen.  
Die Ergebnisse der durchgeführten Studien zeigen, dass der verwendete Stamm (EcN) in der 
Lage ist die Magen-Darm-Passage bei klinisch gesunden adulten Pferden zu überleben. Hiermit 
konnte eine wichtige Grundvoraussetzung für den Einsatz dieses Bakteriums als Probiotikum 
beim Pferd nachgewiesen werden.  
Ein regelmäßiger Nachweis des verwendeten Stammes erfolgte erst nach Applikation einer 
täglichen Dosis von mehr als 150 x 108 KbE/Tier. Wahrscheinlich werden erst bei solchen oder 
höheren Dosierungen ausreichend Bakterien oral zugeführt, damit ein erfolgreicher Nachweis 
geführt werden kann. Vermutlich ist die vorhandene Flora adulter gesunder Pferde mit ihrer 
hohen Dickdarmkeimzahl so stabil, dass kleinere applizierte Keimzahlen zu einer Ausscheidung 
unterhalb der Nachweisgrenze führen. 
Die verbesserte Probenaufarbeitung in Versuch B führte zum Nachweis von EcN bei geringerer 
Dosierung. Darüber hinaus konnte häufiger ein positiver Nachweis geführt werden. In 
zukünftigen Studien zum Nachweis von EcN aus Kotproben sollten sich die Versuchsabläufe 
und Probenaufarbeitungen daher an den in Versuch B gewonnenen Erkenntnissen orientieren. 
In beiden Versuchen wurden keine negativen klinischen Reaktionen bei den Versuchstieren 
nachgewiesen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass EcN in den applizierten Dosen für die 
Spezies Pferd verträglich ist. 
Inwieweit EcN in der Lage ist sich im GIT adulter Pferde anzusiedeln, ist mit den durchgeführten 
Methoden nicht zu bewerten. Eine Stoffwechselaktivität, die zu Veränderungen der 
untersuchten Parameter führte, konnte nicht nachgewiesen werden. Es bleibt daher 
weiterführenden Studien überlassen, eine probiotische Wirkung von EcN bei der Tierart Pferd 
zu belegen.  
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In der vorliegenden Arbeit wurden lebensfähige Escherichia coli Stamm Nissle 1917 (EcN) 
klinisch gesunden adulten Pferden oral verabreicht und anschließend aus den Faeces der Tiere 
reisoliert. 
Der probiotische nicht-pathogene EcN wird in der Humanmedizin seit 1917 erfolgreich zur 
Behandlung zahlreicher Erkrankungen und Störungen des Verdauungstraktes wie Diarrhöe, 
Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, kollagener Colitis und Pouchitis eingesetzt wird. Des Weiteren 
konnte in der Anwendung bei neugeborene Säuglingen nach Gabe von EcN eine 
Kolonisationsprophylaxe und ein immunstimulierender Effekt zu beobacht werden. In der 
Veterinärmedizin wird EcN unter der Bezeichnung Ponsocol® (Firma Ponsold GmbH, 
Oschersleben) zur Durchfallprophylaxe beim Kalb eingesetzt. 
Die vorliegenden Untersuchungen umfassten zwei zeitlich getrennte Feldversuche mit 
unterschiedlichem Design.  
Versuch A wurde als placebo-kontrollierter paralleler Gruppenvergleich durchgeführt. Je Gruppe 
wurde 6 Tiere vom 1. bis 10. Studientag die Studienmedikation oral mit dem Futter gegeben 
und nachfolgend bis zum 25. Studientag beobachtet. Die Pferde der Verum-Gruppe (n = 6) 
erhielten täglich 150 x 108 KbE EcN lebend in 150 ml Puffersuspension, die Pferde der Placebo-
Gruppe (n = 6) erhielten 150 ml der Puffersuspension ohne EcN. 
Versuch B wurde mit interner Verlaufskontrolle über 65 Tage durchgeführt. Die Studientiere (n = 
6) erhielten EcN in steigender Dosierung (75, 125, 250 und 500 x 108 KbE/Tag) in fünf 
aufeinander folgenden 10tägigen Applikationsperioden. Die 1. Applikationsperiode begann am 
11. Studientag. In den ersten 10 Tagen wurden alle Tiere nur beobachtet. Die Gabe der 
Medikation erfolgte wie in Versuch A mit dem Futter verabreicht. Die jeweilige Dosis wurde 
zweimal täglich in gleichen Dosen (7.00 und 16.00 Uhr) appliziert. 
Das Verum- und Placebohaltige Futter wurde von den Studientieren vollständig und ohne 
erkennbare Verzögerung aufgenommen. 
Bei zweimal täglich durchgeführten Allgemeinuntersuchungen aller Tiere ergaben sich unter der 
EcN-Applikation keine Abweichungen vom physiologischen Zustand. 
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Um EcN in lebensfähiger Form wiederzufinden, wurden den Pferden Kotproben entnommen. 
Diese wurden entweder nach Zwischenkultivierung (Versuch A und B) oder direkt (Versuch B) 
mittels PCR auf EcN-spezifische DNA untersucht. Im Studie A wurde der Stamm bei zwei 
Tieren an Tag 11 gefunden. In Studie B wurde EcN bei zwei Tieren an Tag 20 und bei allen 
Tieren an den Versuchstagen 25, 32, 35, 40, 42, 45 und 50 gefunden. Nach dem Absetzen der 
Medikation an Tag 50 war der Stamm bei zwei Tieren an Tag 52 und bei einem Tier an Tag 55 
nachweisbar. Bei PCR nach Zwischenkultivierung wurde der Stamm bei allen Pferden der 
Applikationsstufen 150, 250 und 500 x 108 KbE des Verum-Präparates gefunden. In der 
Nachsupplementationsperiode wurde der Stamm lediglich bei einem Pferd an Tag 52 gefunden. 
Als weiterer Befunde wurden in Versuch A statistisch signifikante Modifikationen im 
Fettsäuremuster der kurzkettigen Fettsäuren gefunden.  
Bei den zusätzlich durchgeführten mikrobiologischen Untersuchungen ergaben sich keine 
statistischen gesicherten Einflüsse der Applikation von EcN auf die Zusammensetzung der 
gastrointestinalen Mikroflora. Die Untersuchungen der Ammoniak- und L-Lactat- und pH-Werte 
im Kotwasser und der Trockensubstanzgehalte in den Faeces zeigten ebenso keine 
Beeinflussung durch die Applikation von EcN.  
Die Ergebnisse beider Versuche zeigen, dass EcN in der Lage ist, die Magen-Darm-Passage 
beim Pferd nach oraler Applikation lebensfähig zu überstehen. In den gewählten Dosierungen 
konnten keine negativen Auswirkungen auf die klinische Gesundheit der Pferde gefunden 
werden. Zur Überprüfung eines probiotischen Effektes des EcN beim Pferd sind weitere Studien 
nötig. 
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In the diploma thesis presented recovery of viable Escherichia coli strain Nissle 1917 (EcN) 
from faeces of adult clinically healthy horses after oral intake was revealed. 
The probiotic non-pathogenic EcN is used in human medicine successfully since 1917 in 
treating different diseases like diarrhoea, ulcerative colitis, Crohn´s disease, collagenous 
laminitis and pouchitis. In addition to this in newborn children colonisation prophylaxis and a 
stimulating effect on the immune system was observed. In veterinary medicine EcN is used 
under the name Ponsocol® (Ponsold GmbH, Oschersleben, Germany) to prevent neonatal calf 
diarrhoea. In the studies presented in this diploma thesis Ponsocol® was used for experimental 
treatment of adult horses. 
The diploma thesis presented here shows the results of two individually conducted field studies 
with different study designs. 
Trial A was conducted as a placebo-controlled study with parallel comparison of two groups. 
Within each group 6 horses were given the study medication orally with the feeding from study 
day 1 to 10. All animals were observed from day 1 to 25. Animals of the verum-group (n = 6) got 
a daily dosage of 150 x 108 CFU viable EcN in 150 ml of a salty buffer topped on oats. Placebo-
animals (n = 6) was given the buffer only. 
Trial B was conducted with internal control over a period of 65. Study-animals received the 
medication in increasing dosages (75, 125, 250 und 500 x 108 CFU / day) in 5 periods each 
lasting 10 days. Application period 1 started at day 11. On the first 10 days of the trial animals 
were observed only. The daily dosage was divided in two equal doses per day and fed at 7 and 
16 h. 
The feed containing medication was consumed immediately and completely by all horses, 
without any noticeable delay. 
General examination of all horses conducted twice a day showed no effect on the physiological 
state of any of the horses under application of EcN. 
For recovery of viable EcN faeces of the horses were collected. Samples were examined 
through post-culture PCR (trial A and B) and direct PCR (trial B). In trial A EcN were detected in 
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the faeces of two horses of the verum group one day after supplementation had finished (day 
11). During trial B, direct PCR indicated the presence of EcN in the faeces of two horses at day 
20 and all six horses on day 25, 30, 32, 35, 40, 42, 45 and 50. During the post-supplementation 
period the faeces of from three horses were positive on day 52 and the faeces of one horse on 
day 55, respectively. Post-culture PCR revealed viable EcN in the samples of all horses that 
had consumed 150, 250 and 500 x 108 CFU of EcN per day. In the post-supplementation period 
viable EcN were detected in the faeces of one horse on day 52 only. 
Significant modifications in short chain fatty acids configuration were found. No statistically 
significant effects were found in microbiological analyses as well as in determination of the pH, 
lactate and ammonia in faeces liquid and dry matter in each individual horses faeces, 
respectively. 
Results reveal that probiotic EcN are able to survive the bowel passage in adult clinical healthy 
horses under common feeding conditions. During the application of the EcN doses, no adverse 
effects to the clinical health of the horses could be found.  
Whether EcN may exert probiotic effects in horses needs to be further investigated. 
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Anhang A: Nährmedien und Chemikalien 
 
Nährmedien 
Blutagar    bioMérieux, Nürtingen  
Columbia-Blutagar     bioMérieux, Nürtingen  
Einfachagar     Merck Diagnostics, Darmstadt 
Endoagar    bioMérieux, Nürtingen  
MacConkey-Agar     Merck Diagnostics, Darmstadt 
MRS - Agar     Merck Diagnostics, Darmstadt 
MC-Agar    bioMérieux, Nürtingen 
Sabouraud- Agar     Merck Diagnostics, Darmstadt 
Standard-I-Bouillon     bioMérieux, Nürtingen 
Chemikalien 
Aceton  Roth, Karlsruhe 
Ameisensäure Roth, Karlsruhe 
Basenpaare-Marker  Invitrogen, Karlsruhe  
Borsäurelösung Roth, Karlsruhe 
Diethyläther Roth, Karlsruhe 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
Glutamat- Pyruvat-Transaminase  Sigma-Aldricht, Taufkirchen 
Glycerin Merck Diagnostics, Darmstadt 
Glycylglycin-Puffer  Roth, Karlsruhe 
Kaliumcarbonatlösung Roth, Karlsruhe 
Kaliumhydroxidlösung Roth, Karlsruhe 
L-Lactatdehydrogenase (LDH) Lösung Sigma-Aldricht, Taufkirchen 
L-Glutaminsäure  Roth, Karlsruhe 
NAD+ Roth, Karlsruhe 
Natronlauge Roth, Karlsruhe 
4-Methylvaleriansäure Merck Diagnostics, Darmstadt 
Peptonwasser  Merck Diagnostics, Darmstadt 
Perchlorsäure  Roth, Karlsruhe 
Proteinkinase K  Qiagen, Hilden 
Puffer AE Qiagen, Hilden  
Puffer AL Qiagen, Hilden 
Puffer ASL Qiagen, Hilden 
Puffer AW1 Qiagen, Hilden 
Puffer AW2 Qiagen, Hilden 
Pufferlösungen für das pH-Meter Roth, Karlsruhe 
Salzsäure  Roth, Karlsruhe 
Schwefelsäure Merck Diagnostics, Darmstadt 
Tween Merck Diagnostics, Darmstadt 
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Anhang B: Verbrauchsmaterialien und Geräte 
 
Verbrauchsmaterialien 
Eppendorfgefässe (1 ml)  Roth, Karlsruhe 
Eppendorf-Enhancer-System  Eppendorf, Hamburg 
Gaschromatographie-Probenröhrchen Roth, Karlsruhe 
Halbmikro-Einwegküvetten Roth, Karlsruhe    
Indikatorpapier Roth, Karlsruhe 
Lackmuspapier Roth, Karlsruhe 
PCR-Reaktionsröhrchen  Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen Roth, Karlsruhe 
Polypropylenröhrchen (10 ml) Merck Diagnostics, Darmstadt 
QIAmp-Säulen Qiagen, Hilden   
 
Geräte 
Gaschromatograph VARIAN 39XL  Varian Deutschland GmbH, Darmstadt 
Gaschromatograph SHIMADZU 17 A Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan 
Mastercycler  Eppendorf, Hamburg   
Muffelofen Heraeus Instruments, Düsseldorf 
pH- Einstabmessgerät Dr. Lange, Düsseldorf 
Soxtec-Gerät Perstorp Chemicals, Arnsberg 
QIAmp-Säulen Qiagen, Hilden 
Mastercycler Eppendorf, Hamburg 
Thermoblock Biometra, Göttingen 
Vortex Heidolph, Kelheim 
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Anhang C: Futtermengen und Zusammensetzung 
Tabelle I: Verabreichte Mengen Kraftfutter (Hafer) je Tier und Tag in Versuch A 
Pferd Kraftfuttermenge 
Nummer Name [g/Tag] 
1 Dalibor 2580 
2 Ernst 2380 
3 Mogambo 2580 
4 Toni 1215 
5 Blondi 2780 
6 Sissi 3780 
7 Waikiki 210 
8 Lothar 2580 
9 Orlando 3780 
10 Donald 2020 
11 Silberfee 1215 
12 Aida 1740 
 
Tabelle II:  Verabreichte Mengen Kraftfutter (Hafer) je Tier und Tag in Versuch B 
Pferd Kraftfuttermenge 
Nummer Name [g/Tag] 
1 Toni 580 
2 Ernst 1215 
3 Mogambo 2380 
4 Stacey 1670 
5 Aphrodite 2580 
6 Sissi 2580 
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Tabelle III: Futtermittel-Inhaltstoffe gemäß Weender-Analyse aus Versuch A 
Hafer, ganze Körner Wiesenheu  1. Schnitt 2002 Weizenstroh Bestandteil 
Feucht-
masse 
Trocken-
substanz 
Feucht-
masse 
Trocken-
substanz 
Feucht-
masse 
Trocken-
substanz 
Trocken-
substanz 
883 g/kg 1000 g/kg 875 g/kg 1000 g/kg 848 g/kg 1000 g/kg
Rohasche 22 g/kg 25 g/kg 72 g/kg 82 g/kg 54 g/kg 64 g/kg
Rohprotein 113 g/kg 129 g/kg 76 g/kg 86 g/kg 35 g/kg 42 g/kg
Rohfaser 78 g/kg 88 g/kg 289 g/kg 330 g/kg 390 g/kg 460 g/kg
Rohfett 31 g/kg 35 g/kg 6 g/kg 6 g/kg 9 g/kg 10 g/kg
Stärke 478 g/kg 541 g/kg - - - - 
Calcium 0,6 g/kg 0,7 g/kg 5,6 g/kg 6,5 g/kg 3,2 g/kg 3,8 g/kg
Phosphor 4,1 g/kg 4,6 g/kg 3,0 g/kg 3,4 g/kg 0,7 g/kg 0,9 g/kg
Magnesium 1,1 g/kg 1,2 g/kg 2,2 g/kg 2,5 g/kg 0,6 g/kg 0,7 g/kg
Kupfer 0,71 g/kg 0,08 g/kg 0,068 g/kg 0,078 g/kg 0,035 g/kg 0,041 g/kg
Zink 0,34 g/kg 0,38 g/kg 0,03 g/kg 0,035 g/kg 0,07 g/kg 0,09 g/kg
Selen <0,01 g/kg < 0,01 g/kg < 0,01 g/kg < 0,01 g/kg < 0,01 g/kg < 0,01 g/kg
Nutzbares 
Rohprotein 
128 g/kg 145 g/kg 95 g/kg 108 g/kg 65 g/kg 77 g/kg
Verdauliche 
Energie Pferd 
12,2 MJ/kg 13,8 MJ/kg 7,7 MJ/kg 8,8 MJ/kg 4,5 MJ/kg 5,3 MJ/kg
Tabelle IV:  Futtermittel-Inhaltstoffe gemäß Weender-Analyse aus Versuch B 
Hafer, ganze Körner Wiesenheu  1.Schnitt 2004 Weizenstroh 
Feucht-
masse 
Trocken-
substanz 
Feucht-
masse 
Trocken-
substanz 
Feucht-
masse 
Trocken-
substanz Bestandteil 
[g/kg] [g/kg] [g/kg] [g/kg] [g/kg] [g/kg] 
Trocken-
substanz 
90,46 100 88,85 100 88,82 100 
Rohasche 2,54 2,81 5,41 6,09 8,25 9,29 
Rohprotein 10,72 11,85 - - - - 
Rohfaser 10,66 11,78 32,93 37,06 37,37 42,51 
Rohfett 4,69 5,19 0,71 <0,79 0,45 0,50 
Stärke 59,75 43,94 - - - - 
Calcium 0,08 0,09 0,35 0,40 0,34 0,39 
Phosphor 0,34 0,38 0,01 0,01 0,07 0,07 
Magnesium 0,11 0,12 0,14 0,16 0,09 0,10 
Zucker 1,12 1,24 - - - - 
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Tabelle V: Zusammensetzung und Zusatzstoff der in Versuche A und B verwendeten 
Mineralfutter gemäß Deklaration 
Zusammensetzung [%]: Zusatzstoffe je kg [mg]: 
Calciumcarbonat 18,0 Vitamine:  
Mais 15,0 A 350.000 I.E. 
Leinextraktionsschrot 14,4 D3 25.000 I.E. 
Natriumchlorid 12,0 E (α-Tocopherol-Acetat) 6.000 
Ca-Na-Phosphat 10,0 K3 25 
Johannisbrotmehl 8,0 B1 200 
Weizenkleie 7,0 B2 180 
Zusatzstoffvormischung 4,2 B6 160 
Melasse 4,0 B12 1.200 
Magnesiumoxid 3,7 Folsäure 45 
Kräuter 2,5 Ca-D-Pantothenat 600 
Pflanzenfett, raffiniert 1,3 Niacin 1.050 
  Biotin 15.000 
Inhaltsstoffe [%]: Cholinchlorid 7.000 
Spurenelemente:  
Calcium 10,0 
Fe (FeSO4.1H2O) 1.500 
Zn  
(Aminosäure-Chelat.1H2O) 
1.200 
Natrium 5,0 
Mn (MnSO4.1H2O) 600 
Cu  
(Aminosäure-Chelat.1H2O) 
400 
Phosphor 2,0 
Jod (KJ) 25 
Ko  
(basisches KoCO3.1H2O) 
10 
Magnesium 2,0 
Selen (Na2SeO4) 10 
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Anhang D: Lebendmassen und Body-Condition-Scores 
Tabelle VI: Lebendmasse und Body Condition Score der Tiere aus Versuch A, Ergebnisse 
der Aufnahme- und Abschlussuntersuchung 
Lebendmasse Versuchstag Pferd 
[kg] 
Body Condition Score 
1 668 4 
2 670 7 
3 651 5 
4 673 5 
5 629 5 
6 637 4 
7 642 5 
8 648 6 
9 684 4 
10 665 6 
11 635 6 
1 
(Aufnahme) 
12 623 5 
1 671 4 
2 658 7 
3 663 5 
4 660 5 
5 613 5 
6 638 4 
7 633 5 
8 657 6 
9 668 4 
10 663 6 
11 642 6 
25 
(Abschluss) 
12 601 5 
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Tabelle VII: Lebendmasse und Body Condition Score der Tiere aus Versuch B, Ergebnisse 
der Aufnahme- und Abschlussuntersuchung 
Lebendmasse Versuchstag Pferd 
[kg] 
Body Condition Score 
1 537  7 
2 503  7 
3 579  6 
4 540  5 
5 445  4 
1 
(Aufnahme) 
6 470  4 
1 589 7 
2 573 7 
3 682 7 
4 534 6 
5 599 5 
65 
(Abschluss) 
6 556 5 
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